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Nizka topnost učinkovin predstavlja največji problem pri doseganju zadostne biološke 
uporabnosti zdravilnih učinkovin. S pomočjo tehnologij visokih zmogljivosti v kratkem 
času odkrijejo več tisoč novih spojin vodnic z visokim terapevtskim potencialom in 
topnostjo manj kot 100 µg/mL. Za povečevanje topnosti poznamo veliko metod, med 
katerimi je solubilizacija z miceli med najbolj znanimi. Novost predstavlja solubilizacija z 
ionogenimi površinsko aktivnimi snovmi v prisotnosti polielektrolita. V tem magistrskem 
delu smo za namen  izboljšanja zdravljenja parodontalne bolezni izdelali cetilpiridin-
alginatne nanokomplekse, v katere smo vgradili slabo vodotopno učinkovino ibuprofen. V 
predformulacijskih študijah smo cetilpiridinijevemu kloridu določili kritično micelarno 
koncentracijo, molarno solubilizacijsko kapaciteto in porazdelitveni koeficient za 
ibuprofen, ter izdelali komplekse s štirimi različnimi molarnimi razmerji cetilpiridinijev 
klorid:alginat 0,2, 0,6, 0,8 in 1,2. Nanokompleksi se med seboj razlikujejo po velikosti, 
porazdelitvenem indeksu, njihovem zeta potencialu in morfologiji. Izdelane 
nanokomplekse z razmerjema 0,6 in 0,8 in vgrajenim  ibuprofenom smo primerjali  z 
nanokompleksi brez ibuprofena. FTIR spektri potrjujejo pričakovane ionske in hidrofobne 
interakcije med funkcionalnimi skupinami posameznih komponent v nanokompleksih.  Z 
vidika topnosti je pomembno, da se z večanjem razmerja cetilpiridinijev klorid:alginat veča 
delež vgrajenega ibuprofena in njegova topnost. Med spremljanjem fizikalne stabilnosti 
smo ugotovili, da ostanejo fizikalni parametri nespremenjeni več kot 60 dni pri sobni 
temperaturi, v alkalnem okolju in pod vplivom centrifugalne sile,  v kislem okolju in pri 
povišani osmolarnosti pa se oborijo. Stabilnost nanokompleksov z  ibuprofenom je celo 
nekoliko večja kot brez saj vgrajeni ibuprofen poveča njihov zeta potencial in zmanjša 
težnjo po agregiranju. Sproščanje ibuprofena iz nanokompleksov poteka  22 ur, pri tem pa 
imata odločilno vlogo osmolarnost in pH medija za sproščanje. Vzorce nanokompleksov 
smo tudi posušili na zraku in v liofilizatorju, naredili posnetke z vrstičnim elektronskim 
mikroskopom in ugotovili morfološke razlike med njimi. 
V magistrskem delu smo uspešno izdelali polielektrolitne komplekse s površinsko aktivno 
snovjo v vlogi solubilizatorja in premreževala ter dosegli večjo topnost in nekoliko 
podaljšano sproščanje protivnetne učinkovine ibuprofen. Izdelane nanokomplekse bi lahko 
potencialno uporabljali za lokalno zdravljenje parodontalne bolezni. 




Poor solubility is one of the main problems when achieving sufficient bioavailability of 
drugs. With high throughput methods we discover thousands of lead compounds with 
therapeutic potential and solubility less than 100 µg/mL. We know many methods for 
solubility enhancement, among which solubilization with micelles is one of the more 
known ones. The novelty is solubilization with ionized surfactants in presence of 
polyelectrolyte. In this work we focused on the development of cetylpyridinium-alginate 
nanocomplexes with incorporated ibuprofen as poorly water soluble drug. In 
preformulation studies we determined critical micellar concentration of cetylpyridinium 
chloride and it’s molar solubilization capacity and partition coefficient for ibuprofen, than 
we made complexes in four different molar ratios of cetylpyridinium chloride:alginate 0,2, 
0,6, 0,8 and 1,2. Nanocomplexes differ in hydrodynamic diameter, polydisperse index, zeta 
potential and morphology. Nanocomplexes with ibuprofen were directly compared to 
nanocomplexes without the drug. FTIR spectra confirm expected ionic and hydrophobic 
interactions between functional groups of compounds in nanocomplexes. From solubility’s 
point of view, it’s important to notice, that with increasing molar ratio of cetylpyridinium 
chloride:alginate also the amount of incorporated ibuprofen and it’s solubility increase. 
When following physical stability, the physical parameters stay unchanged for more than 
60 days at room temperature, in alkaline environment and under impact of centrifugal 
force, when in acid environment and at induced osmolarity aggregation occurs. The 
presence of ibuprofen caused better stability of nanocomplexes, because it generates more 
negative zeta potential and decreases the tendency for aggregation. We determined that 
ibuprofen is released from nanocomplexes through period of 22 hours in which the 
osmolarity and pH of release medium played the key role. We dried samples of 
nanocomplexes usin air and liofilization, than acquired photographs with scanning electron 
microscope to determine morphological differences of samples.  
In this master’s thesis we successfully created polyelectrolyte complexes with surfactant, 
acting as solubilization agent and crosslinker, and achieved better solubility and somehow 
prolonged release of anti-inflammatory drug ibuprofen. Nanocomplexes with incorporated 
ibuprofen can potentially be used in local treatment of periodontal disease. 
 




1.1 POLIELEKTROLITNI KOMPLEKSI 
Polielektrolitni kompleksi zajemajo vrsto različnih kompleksov, ki nastanejo z ionskim 
premreževanjem polielektrolita (PEL) in spojine z nasprotnim nabojem, ki deluje kot 
protiion ali premreževalo. Spojina, ki vstopa v interakcijo s PEL je lahko ion, PEL z 
nasprotnim nabojem, protein, površinsko aktivna snov (PAS). Kot premreževala so lahko 
tudi same zdravilne učinkovine, če izkazujejo enake lastnosti. Odvisno od vrste 
premreževala ločimo ionske, polielektrolitne, proteinsko-polielektrolitne in površinsko 
aktivne snovi-polielektrolitne komplekse (PAS-PEL), ki so prikazani na sliki 1. Kakšna bo 
struktura in vrsta PEL kompleksa je odvisno od razmerja nabojev, lastnosti premreževala in 
PEL (vrsta, gostota naboja, molekulska masa, dolžina in fleksibilnost verige), koncentracije 
komponent ter pH in ionske moči medija (1). 
 
Slika 1: Polielektrolitni kompleksi: a) ionski kompleksi, b) polielektrolitni kompleksi, c) 
proteinsko-polielektrolitni kompleksi, d) površinsko aktivne snovi-polielektrolitni kompleksi 
V tej magistrski nalogi podrobneje obravnavamo PAS v vlogi premreževala, ki skupaj s PEL 
tvorijo komplekse. Zaradi elektrostatske privlačnosti med PAS in PEL, molekule PAS 
migrirajo v bližino verige PEL, kar vodi v nastanek višjih lokalnih koncentracij PAS in 
prestrukturiranje v micele. Nastali miceli z ionskimi interakcijami premrežijo PEL in tvorijo 
»verižici podobno strukturo« (slika 1, d)). Za nastanek PAS-PEL kompleksov so bistvene 
hipne in močne ionske interakcije med naboji micela in verigo PEL ter hidrofobne 
interakcije med lipofilnimi verigami PAS v micelu (1). 
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Površinsko aktivne snovi- polielektrolitni komplekse razvijajo v obliki nano in mikrodelcev 
v obliki suhih injekcij ali pa jih vgrajujejo v tablete, hidrogele in filme. Njihovi glavni 
prednosti pred drugimi tradicionalnimi farmacevtskimi oblikami sta lahko mestno specifična 
dostava učinkovine in možnost  njenega nadzorovanega sproščanja (1, 2). 
1.1.1 Polielektroliti 
Polielektroliti so makromolekule, ki na svojih monomernih enotah nosijo funkcionalne 
skupine z nabojem (slika 2). Glavna veriga je lahko sestavljena iz alkanov ali alilnih enot, 
poliestrov, polietrov, polisaharidov, poliiminov in polipeptidov. V naravi so najbolj znani 
DNA, RNA, proteini in ionogeni polisaharidi (3).  
 
Slika 2: Struktura polielektrolita 
Ob raztapljanju v polarnem topilu, npr. vodi, disociirajo na dolge poliione in majhne 
protiione, katerih skupni naboj je proporcionalen naboju funkcionalnih skupin na PEL in ob 
seštevku obeh dobimo nevtralno raztopino. PEL z nabojem in protiioni se organizirajo v 
električno dvojno plast, ki je sestavljena iz fiksiranega naboja na PEL in plasti protiionov z 
nasprotnim, enakovrednim nabojem (2). 
Polielektrolite razvrščamo po različnih kriterijih. Glede na razvejanost verige jih delimo na 
linearne in razvejane, po zastopanosti funkcionalnih skupin na poliamfolite, polianione in 
polikatione, glede na disociaciacijsko sposobnost pa na močne in šibke PEL. Ali bo PEL 
močan ali šibek je odvisno od vrste funkcionalnih skupin in njihove disociacije v polarnem 
mediju, katero podajamo z vrednostjo pKa. V skupino močnih sodijo PEL s sulfonskimi in 
fosfatnimi skupinami (npr. natrijev polistiren sulfonat, karagenani, polifosfati, DNA, RNA), 
v skupino šibkih pa PEL s karboksilnimi skupinami (npr. alginati, pektati, hialuronati, 
poliakrilati). Disociacijo funkcionalnih skupin in topnost PEL lahko prirejamo s 
spreminjanjem pH medija in ionske moči (2, 3). 
V primerjavi z neionogenimi polimeri, imajo PEL odlično topnost v vodi, nabrekajo in v 
svoje ogrodje ujamejo velike količine vode ter vstopajo v interakcije s površinami in 
ostalimi makromolekulami z nabojem. Vse te lastnosti jih naredijo primerne za prirejanje 
reoloških in površinskih lastnosti raztopin (3). 
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1.1.2 Polisaharidi kot polielektroliti 
Polisaharidi so stabilne, polimerne molekule sestavljene iz monosaharidov in njihovih 
derivatov, povezanih z O-glikozidnimi vezmi. Osnovni sladkorji, ki sestavljajo polisaharide 
so glukoza, manoza, galaktoza in fruktoza. Polisaharide lahko v naravi izoliramo iz rastlin, 
alg in živali.  Zelo redki so v naravi že prisotni v obliki PEL, zato večino ioniziranih 
polisaharidov pridobimo s kemijskimi modifikacijami izoliranih, naravnih polisaharidov 
(npr. karboksimetil celuloza), posledica česar je velika raznovrstnost molekul. V osnovi jih 
delimo na anionske (npr. alginska, pektinska, hialuronska kislina) in kationske (npr. hitosan) 
polisaharide. Ker so polisaharidi naravno prisotni materiali, je njihova prednost pri uporabi 
velika stabilnost, varnost, netoksičnost, dobra topnost in biorazgradljivost, hkrati pa se na 
industrijski skali preferenčno uporabljajo zaradi lahkega pridobivanja iz narave in nizkih 
stroškov procesiranja. Kljub vsem pozitivnim lastnostim, je njihova uporaba lahko 
problematična zaradi nekontrolirane vezave vode, možnosti mikrobne kontaminacije, 
spreminjanja molekulske mase med shranjevanjem in variiranja kakovosti med serijami, 
zaradi različnega izvora izhodnega materiala (4–7).  
Alginat 
Alginska kislina je naravni anionski PEL, sestavljen iz monomernih enot (1-4) β-D-
manuronske in α-L-guluronske kisline. V vsakdanjem življenju jo najdemo v obliki soli, kot 
je natrijev alginat ((C6H7NaO6)n, Mw= 198 g/mol, pKa= 3,14, slika 3). Glede na strukturo 
spada v skupino linearnih polimerov. Njegov glavni vir v naravi so rjave alge, iz katerih ga 
ekstrahiramo z alkalnimi raztopinami (npr. NaOH) in v nadaljevanju filtriramo ter dodamo 
soli (npr. NaCl, CaCl2), s čimer povzročimo obarjanje alginata iz raztopine v obliki soli. 
Strukturno je podoben makromolekulam v telesu, kar ga naredi biokompatibilnega in 
netoksičnega, hkrati pa je biorazgradljiv in ima nizke stroške pridobivanja. V proizvodnji 
zdravil ima vlogo zgoščevala, gelirnega sredstva, stabilizatorja in polimera, ki omogoča 
prirejeno sproščanje učinkovin. Običajno ga uporabljamo v obliki hidrogelov, sestavljenih iz 
premreženih polimernih verig, ki v svojo 3D rešetko ujamejo velike količine vode. Alginat 
se v uporabljajo v farmaciji v dostavnih sistemih za dostavo majhnih molekul in proteinov, 




Slika 3: Molekulska struktura natrijevega alginata (povzeto po 11) 
1.2 POVRŠINSKO AKTIVNE SNOVI IN SAMOZDRUŽEVANJE 
Površinsko aktivne snovi so amfifilne molekule, sestavljene iz polarnega in nepolarnega 
dela. V raztopinah imajo sposobnost samozdruževanja, kar s pridom uporabljamo v 
proizvodnji izdelkov za čiščenje, stabilizacijo emulzij in izdelavo različnih dostavnih 
sistemov. Glede na izvor jih delimo na sintetične in naravne, glede na naboj polarne glave pa 
na anionske, kationske, amfiionske in neionske. Nepolarni rep molekule je običajno veriga 
ogljikovodikov različnih dolžin (12, 13). Glede na kemizem in posledično na njihove 
fizikalno-kemijske lastnosti poznamo veliko raznovrstnih PAS. Skupno vsem je, da tvorijo v 
polarnem mediju micele, v nepolarnem pa invertne micele.  
Neionske PAS, ki se razlikujejo po razmerju med lipofilnim in hidrofilnim deležem 
izraženim s HLB (angl. hydrophilic-lipophilic balance), pogosto uporabljamo pri izdelavi 
zdravil, saj so biokompatibilne, v raztopinah ne ionizirajo, so odporne na pH spremembe 
medija ali prisotnost drugih elektrolitov v raztopini in tako oblikujejo stabilne dostavne 
sisteme. Mednje sodijo etoksilirani maščobni alkoholi, alkanolamidi, estri sorbitana oz. 
Span
®
 in polisorbati oz. Tween
®
 (14). 
Ionske PAS, delimo glede na naboj polarne glave na anionske in kationske. Na splošno 
večkrat posegamo po njihovem kombiniranju z neionskimi in amfoionskimi PAS, saj samo 
ionske PAS lahko dražijo kožo in sluznice.  
Anionske PAS disociirajo pri višjih pH vrednostih. V njihovo skupino uvrščamo alkil sulfate 
(npr. natrijev lavrilsulfat), soli višjih maščobnih kislin (npr. Na, K, Ca in Mg mila), 
alkiletersulfate (npr. natrijev lavriletersulfat), alkilsulfonate, sulfosukcinate in fosfatne estre. 
Kationske PAS disociirajo pri nižjih pH vrednostih in zajemajo alkilamine, alkilimidazoline 





Cetilpiridinijev klorid (C21H38ClN, slika 4) je sol kvarterne amonijeve spojine N-
heksadecilpiridina s klorovodikovo kislino. Zanj je značilna dvojna vloga, farmakološka in 
fizikalna, saj deluje antiseptično in znižuje površinsko napetost vode, kar ga uvršča med 
zdravilne učinkovine in PAS hkrati. Cetilpiridinijev klorid je dobro topen in ga najdemo v 
obliki belega praška. Povzetek njegovih glavnih fizikalno-kemijskih značilnosti je zbran v 
preglednici I (2, 15). 
Ker deluje antiseptično, ga pogosto uporabljajo kot učinkovita komponenta v ustnih vodah, 
zobnih pastah, pastilah in pršilih za grlo, saj preprečuje nastanek zobnih oblog, gingivitisa in 
drugih bakterijskih infekcij. Polarni del molekule lahko reagira s površino celic 
mikroorganizmov in vpliva na integriteto njihovih membran. S porušenjem celične strukture 
se prekine metabolizem in posledično rast, kar vodi v apoptozo celic (16).  
 
Slika 4: Molekula cetilpiridinijevega klorida (povzeto po 17) 
Preglednica I: Fizikalno-kemijske lastnosti cetilpiridinijevega klorida 
Fizikalno-kemijska lastnost Vrednost 
Molekulska masa (Mw) 339,992 g/mol (15) 
Tališče 80 °C (15) 
Topnost v vodi (20 °C) 111 g/L (18) 
Log P 3,18 (16) 
CMC 0,63 mM (2) 
Kritična micelarna koncentracija 
Kritična micelarna koncentracija (CMC) je najmanjša koncentracija, pri kateri se začnejo 
monomerne enote PAS združevati v koloidne strukture, micele. Molekule vode so med seboj 
povezane z močnimi vodikovimi vezmi, zaradi česar ima voda visoko površinsko napetost 
(γ= 72,8 mNm-1). Dodatek PAS zniža njeno površinsko napetost, saj hidrofobni del PAS 
zmoti interakcije med dipoli molekul vode in tako oslabi povezave med njimi. Pod kritično 
micelarno koncentracijo molekule PAS obstajajo v obliki monomerov in se orientirajo na 
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medfazo zrak/tekočina tako, da nepolarni repki molijo v zrak in polarne glave v vodni medij. 
S povečevanjem koncentracije PAS površinska napetost vode pada in po zapolnitvi medfaze 
tekočina/zrak začnejo PAS prehajati v notranjost vodnega medija in se pri CMC združevati 
v micele (slika 5). Od CMC dalje je površinska napetost raztopine konstantna. Na vrednost 
CMC močno vplivajo pogoji okolja, kot so temperatura, tlak in prisotnosti elektrolitov (12, 
19). 
 
Slika 5: Odvisnost površinske napetosti vode od koncentracije površinsko aktivne snovi; 
CMC- združevanje molekul površinsko aktivne snovi v micele (povzeto po 20) 
CMC lahko določamo s tenziometrijo ali konduktometrijo. Izbira metode je odvisna od vrste 
PAS. Za določanje površinske napetosti s tenziometrijo največkrat uporabljamo metodo z 
Wilhelmy ploščico, pri kateri ploščico iz platine znanih dimenzij povlečemo iz raztopine z 
neznano površinsko napetostjo. Glede na izmerjeno silo, ki je potrebna za poteg ploščice iz 
raztopine, izračunamo kakšna je površinska napetost. Le to določimo za več raztopin z 
različnimi koncentracijami PAS, iz katerih nato izdelamo graf površinske napetosti v 
odvisnosti od koncentracije PAS (slika 5) iz katerega določimo CMC (21).  
S konduktometrijo določamo prevodnost raztopin. Ionske PAS pri raztapljanju v vodi 
disociirajo na ione. Z večanjem koncentracije PAS se hkrati povečuje število ionov in 
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prevodnost. Pri CMC se monomeri PAS združujejo v micele in prevodnost raztopine narašča 
znatno počasneje, kar v grafu prevodnosti raztopine v odvisnosti od koncentracije PAS 
(slika 5) opazimo kot prelom premice in vrednost za CMC (12).  
1.3 POVEČEVANJE TOPNOSTI 
Topnost in permeabilnost zdravilne učinkovine skozi biološke membrane sta glavna 
dejavnika, ki določata njeno biološko uporabnost. Učinkovine lahko prehajajo biološke 
membrane samo v raztopljeni obliki, zaradi česar je topnost ključna za doseganje 
terapevtskih koncentracij v krvi. Topnost definiramo kot največjo količino topljenca, ki jo 
lahko raztopimo v določenem topilu, pri določeni temperaturi. Običajno navajamo topnost 
učinkovin v vodi pri temperaturi 25 °C (22).  
Dandanes s tehnikami visokih zmogljivosti odkrijemo veliko novih učinkovin, katerih 
topnost je nižja od 1 µg/mL. Približno tretjina novih molekul je v vodi topnih v manj kot 10 
µg/mL, tretjina med 10 in 100 µg/mL ter preostala tretjina v več kot 100 µg/mL (22). 
Pri izdelavi zdravil s slabo topnimi učinkovinami potrebujemo višje odmerke kot običajno, 
kar pogosto privede do neželenih ali nepredvidenih učinkov, neučinkovitega zdravljenja in 
do zmanjšanja bolnikove kompliance. Formuliranje s slabo topnimi učinkovinami je težavno 
tudi na industrijskem nivoju, saj se zaradi porabe večjih količin učinkovine stroški 
proizvodnje povečajo (23, 24). 
Topnost učinkovin pogojuje mnogo dejavnikov, med katerimi so najpomembnejši dejavniki 
medij, temperatura okolja in tlak ter lastnosti snovi, kot so velikost delcev, molekulska 
masa, polimorfna oblika in polarnost. Običajno so snovi bolje topne pri višji temperaturi in 
višjem tlaku ter če so polarne molekule v amorfni obliki. Z zviševanjem molekulske mase 
snovi se topnost običajno zmanjšuje, medtem ko velikost samih delcev učinkovine bolj 
vpliva na hitrost raztapljanja snovi kot na topnost. Poseben vpliv na topnost ima velikost 
delcev v nano območju (<100 nm), saj v tem območju velikosti dejansko lahko povečamo 
samo topnost delcev učinkovine ne zgolj hitrosti raztapljanja (23, 25, 26). 
Topnost slabo topnih učinkovin lahko povečamo s solubilizacijo z uporabo PAS, ki je bolj 
podrobno predstavljena v sledečih poglavjih, poznamo pa tudi veliko drugih metod za 









V večini primerov z zmanjševanjem velikosti delcev vplivamo na 
hitrost raztapljanja, z zmanjšanjem delcev do nanometrskih velikosti 
(<100 nm) pa povečamo samo topnost učinkovine (25) 
Dodatek sotopil 
Za povečevanje topnosti učinkovin dodajamo sotopila, ki se mešajo z 
vodo; npr. etanol, glicerol, propilen glikol in polietilen glikoli (24). 
Tvorba soli 
Slabo topno učinkovino lahko pretvorimo v sol, torej združujemo s 
protiionom, pri čemer je predpogoj prisotnost ionizirajoče funkcionalne 
skupine na molekuli učinkovine (22). 
Sprememba 
polimorfizma 
V kristalu se molekule učinkovine z nekovalentnimi vezmi organizirajo 
v urejeno strukturo z majhno prosto energijo, visoko stabilnostjo in 
nizko topnostjo. Z raztapljanjem in ponovnim obarjanjem učinkovine, s 
hitrim strjevanjem taline učinkovine ali z uporabo mehanske sile lahko 
kristalne oblike pretvorimo v manj stabilne kristalne ali amorfne oblike, 
ki so bolje topne (27).  
Solubilizacija 
Solubilizacija je metoda povečevanja topnosti z uporabo PAS. Miceli 
so asociacijski koloidi z velikostjo 5-50 nm. PAS se pri CMC spontano 
organizirajo v micele tako, da zavzamejo obliko, ki je termodinamsko 
najbolj stabilna, kar v primeru micelov pomeni, da  polarne glave 
tvorijo skorjo micela, ki je izpostavljena vodnemu okolju, medtem ko 
se nepolarne verige PAS obrnejo v notranjost in ustvarijo prostor, 
kamor lahko vključimo slabo topno učinkovino (slika 6). Ali bo prišlo 
do tvorbe micelov, je odvisno od ravnotežja privlačnih in odbojnih sil 
med molekulami PAS (13). 
Kompleksiranje 
s ciklodekstrini 
Ciklodestrini (α, β in γ) so ciklični oligosaharidi s 6, 7 ali 8 glukoznimi 
enotami povezanimi v obliko obroča s hidrofilno zunanjostjo in 
lipofilno sredico, primerno za vgrajevanje slabo topnih učinkovin (24). 
Kokristali 
Molekularni kompleksi, sestavljeni iz zdravilne učinkovine in ene ali 
več spojin, ki v trdnem stanju tvorijo kristalinično snov (27). 
Trdne 
raztopine 
Trdne raztopine učinkovine so sistemi, kjer je učinkovina  molekularno 
dispergirana v trdnem, vodotopnem nosilcu (27). 
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1.3.1 Solubilizacija slabo topnih učinkovin z miceli 
Miceli obstajajo v več različnih oblikah. V kakšno obliko se bodo združevale molekule PAS 
je odvisno od njihovega lipofilnega in hidrofilnega deleža v molekuli. Nastalo obliko lahko 
napovemo glede na razmerje VH/lca0, pri čemer VH ponazarja volumen hidrofobne verige v 
molekuli PAS, lc dolžino hidrofobne verige in a0 površino polarne glave. V razmerju VH/lca0  
manjšem od 1/3 so miceli sferičnih oblik, pri vrednostih 1/3-1/2 PAS zavzamejo cilindrično 
obliko in pri 1/2-1 obliko lamelarnih plasti (13). 
 
Slika 6: Struktura micela (28) 
S solubilizacijo učinkovine v micelih povečamo njeno topnost, zmanjšamo toksičnost in 
pojav neželenih učinkov, povečamo permeabilnost učinkovin skozi biološke membrane, 
podaljšamo razpolovni čas učinkovine v krvi in zaščitimo učinkovino pred dejavniki okolja. 
Ob intravenski aplikaciji farmacevtske oblike z miceli, lahko te kemijsko modificiramo in na 
njihovo skorjo pripnemo signalne molekule, ki bodo micele vodile do tarčnega organa. S 
takšnimi modifikacijami se lahko izognemo sproščanju učinkovine v več različnih organih, s 
tem pa pojavu toksičnih in neželenih učinkov (13, 29, 30). 
Pod CMC je v vodi raztopljene zelo malo slabo topne učinkovine, nad CMC pa začne njena 
topnost linearno naraščati s koncentracijo PAS. V katerem delu micela se učinkovina 
solubilizira, je odvisno od njene polarnosti. Hidrofilne molekule se adsorbirajo na površino 
micela, nekoliko manj topne se umestijo v področje med polarno glavo in začetek 
hidrofobne verige ter popolnoma netopne molekule v hidrofobno notranjost micela (13). 
Solubilizacijsko sposobnost PAS najbolje opišemo z molarno solubilizacijsko kapaciteto 
(χki jedefinirana kot število molov zdravilne učinkovine, ki jih lahko solubilizira en mol 
PAS, in micelarnim porazdelitvenim koeficientom (P), ki je podan kot razmerje med 






Na solubilizacijsko sposobnost PAS vplivajo predvsem kemijska struktura PAS in 
učinkovine ter parametri okolja, med katerimi so najpomembnejši temperatura, pH in ionska 
moč medija (13). 
1.3.2 Samozdruževanje površinsko aktivnih snovi ob prisotnosti polielektrolitov 
Elektrostatski privlak med PAS in PEL z nasprotnima nabojema je zelo velik in vodi v 
nastanek območja z višjimi lokalnimi koncentracijami PAS v bližini PEL verige. S 
povečanjem lokalne koncentracije se zniža vrednost CMC in nastanejo micelom podobni 
agregati PAS na verigi PEL (2). Koncentracijo, pri kateri se prične kooperativna vezava 
micelov in PEL, imenujemo kritična asociacijska koncentracija (CAC). Micelom podobni 
agregati delujejo kot protiioni in se med verige PEL ujamejo v predelih z visokim 
elektrostatskim potencialom (slika 7). Kritična asociacijska koncentracija in CMC imata 
podobne karakteristike, obe opredeljujeta koncentracijo pri kateri nastanejo miceli, vendar je 
vrednost CAC običajno precej nižja in jo določamo samo v primeru prisotnega PEL. Na 
njeno vrednost vplivajo parametri kot so CMC, jakost interakcij med PAS in PEL ter 
prisotnost drugih elektrolitov. Z močnejšimi interakcijami med PAS ter PEL in/ali nižji 
vrednosti CMC bo tudi vrednost CAC nižja, medtem ko se ob prisotnosti drugih elektrolitov 
(npr. NaCl, ZnCl2) njena vrednost poveča, saj so elektrostatske interakcije med PAS in PEL 
oslabljene oziroma zasenčene (2, 31).  
 
Slika 7: Razvoj površinsko aktivne snovi- polielektrolitnih kompleksov (2) 
Kooperativno vezavo PAS in PEL lahko preučujemo s potenciometrično metodo, kjer s 
selektivno elektrodo za PAS določimo koncentracijo prostih PAS v raztopini. Z razliko med 
električnima potencialoma raztopine PAS in disperzije PAS in PEL, lahko določimo 
kolikšen delež PAS se je vezal na verigo PEL. Mirtič in sodelavci so določili CAC za CPC v 
raztopini alginata in območje v katerem nastanejo PAS-PEL nanokompleksi. Na sliki 8 je 
prikazana vezavna izoterma CPC v raztopini alginata (0,001 M), kjer β predstavlja delež 







koncentracijo prostih ionov CP
+
. Sigmoidna krivulja ponazarja kooperativno vezavo CP
+
 in 
alginata. Strmejši ko je začetni del krivulje, večja je kooperativnost vezave med PAS in 
PEL. Začetni del, kjer se prične kooperativna vezava in kar opazimo kot prelom začetnega 
dela krivulje, ponazarja vrednost CAC (0,0046 mM, 25 °C). Začetnemu strmemu delu sledi 
območje platoja, ki ponazarja popolno nasičenost alginatne verige z miceli CP
+
. Površinsko 
aktivne snovi- polielektrolitni nanokompleksi nastanejo v območju, v katerem je razmerje 
nabojev CP
+
 in alginata med 0,2 in 0,8.
 
Komponente nastalih kompleksov se organizirajo 
tako, da se negativno nabita alginatna veriga ovije okoli micelov s pozitivnim nabojem in jih 
tako nevtralizira. V območju razmerja nabojev CP
+
 in alginata pod 0,2 poteka proces 
intenzivnega kompaktiranja alginatne verige, v območju razmerja nabojev nad 0,8 pa 
nastanejo agregati, ki so vidni s prostim očesom (31). Podatki pridobljeni v omenjeni študiji 
služijo kot osnova za izdelavo te magistrske naloge, saj v območju med vrednostmi 0,2 in 
0,8 nastanejo nanokompleksi, ki smo jih podrobneje proučevali v nadaljevanju. 
 
Slika 8: Kooperativna vezava CP+ in alginata (povzeto po 31) 
1.4 PARODONTALNA BOLEZEN 
Parodontalna bolezen zajema množico različnih obolenj, ki prizadenejo tkiva v ustni votlini. 
Gingivitis je začetna in blažja oblika bolezni dlesni, ki povzroči pordelost, oteklost in 
krvavenje tkiv dlesni. V primeru prepoznega ali neprimernega zdravljenja, se gingivitis 
razvije v parodontozo ali kronično vnetje zobnih tkiv (slika 9), ki vključuje napredno 
odstopanje dlesni in nastanek obzobnih žepov, razgradnjo kosti ter, v končnem stadiju, 




Slika 9: Primerjava zdravega in obolelega zoba (povzeto po 35) 
1.4.1 Razvoj parodontoze 
Parodontalna bolezen lahko prizadene vse generacije, vendar so najpogosteje oboleli odrasli. 
Nastanek bolezni je pogojen s stopnjo razvitosti zobnih oblog, zmožnosti imunskega sistema 
za obrambo in dejavnikov tveganja zunanjega okolja (36). 
V ustni votlini so identificirali okoli 800 vrst mikroorganizmov, ki se organizirajo v biofilm 
ali zobno oblogo. Mikroorganizmi so obdani z ogrodjem, v katerem prevladujejo 
polisaharidi. Ogrodje omogoča naselitev izbranih vrst bakterij, shranjevanje energije, 
izmenjavo hranil in genetskega materiala ter obrambo pred zunanjimi snovmi. Zobne obloge 
so prisotne pri ljudeh z boleznijo in zdravih ljudeh. Bakterije, ki so odgovorne za razvoj in 
napredovanje parodontalne bolezni, imenujemo parodontopatogene bakterije. Mednje sodijo 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema forsythia, 
Treponema denticola, Campylobacter ractus, Fusobacterium nucleatum, Eikenella 
corrodens, Prevotella intermedia, Peptostreptococcus micros in Selenomonas spp. V 
normalni ustni flori je zmeraj vzpostavljeno ravnotežje med koristnimi in škodljivimi 
mikroorganizmi, v ustni flori obolelega človeka pa je to ravnotežje porušeno in v biofilmu 
prevladujejo parodontopatogeni mikroorganizmi. Na razvoj parodontalne bolezni lahko 
vplivajo zunanji dejavniki tveganja, kot so kronične bolezni (npr. sladkorna bolezen, 
osteoporoza), debelost, kajenje, stres ter genetske spremembe in zasnova (33, 36–40).  
1.4.2 Tradicionalne metode zdravljenja 
Vse oblike parodontalne bolezni zdravimo z zmanjševanjem števila parodontopatogenih 
bakterij, kot je mehansko odstranjevanje zobnih oblog ter zdravljenje z antibiotiki in 
antiseptiki. Po uspešni vzpostavitvi mikrobnega ravnotežja v ustni votlini, nadaljujemo 
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zdravljenje z odstranitvijo ali zmanjšanjem vpliva dejavnikov tveganja, doslednim 
vzdrževanjem ustne higiene in profesionalno pomočjo (34, 36). 
Mehanska odstranitev zobnih oblog 
Izbira metode mehanskega zdravljenja temelji na globini, številu in stopnji krvavenja 
obzobnih žepov. Manjše obzobne žepe, katerih globina je manj kot 6 mm, zdravimo s 
splošnimi nekirurškimi postopki, globoke žepe pa obravnavamo s kirurškimi postopki. 
Nekirurške metode odstranjevanja zobnih oblog zajemajo luščenje zobnega kamna z zobne 
korenine in glajenje zobnih korenin, pri čemer odstranimo poškodovani cement z uporabo 
ročnih odstranjevalcev (srp, kireta) ali ultrasoničnih čistilcev zobnega kamna (36, 41). 
Protimikrobne učinkovine  
Običajno je za zdravljenje parodontoze zaželen lokalni način zdravljenja z uporabo 
dostavnih sistemov kot so praški, geli in vlakna, s katerimi lahko dostavimo zdravilne 
učinkovine neposredno v obzobne žepke. Najpogosteje se za zdravljenje parodontalnih 
bolezni uporabljajo protimikrobne učinkovine tetraciklin, metronidazol v kombinaciji z 
amoksicilinom in klavulansko kislino, doksicilin, minociklin in ciprofloksacin (33, 36). 
Antiseptiki 
Najpogostejši antiseptik za zdravljenje ali preprečevanje parodontalne bolezni je 
klorheksidin. V tem magistrskem delu smo za izdelavo nanodelcev uporabljali CPC, ki ima 
vlogo PAS in antiseptika ter ima potencial za zdravljenje parodontoze. Antiseptiki se 
uporabljajo v obliki ustnih vodic s katerimi izpiramo ustno votlino in tako zmanjšamo 
število bakterij na prizadetem mestu (33). 
Moduliranje imunskega odziva 
Parodontalna bolezen se razvije zaradi premočnega ali premajhnega odziva imunskega 
sistema ob porušenem ravnovesju mikroorganizmov. Aktualne raziskave zadnjih let so 
usmerili v moduliranje imunskega odziva, s čimer bi lahko preprečili napredovanje bolezni 
in okrepili imunski odziv. Za moduliranje imunskega odziva uporabljamo doksicilin, 





Ibuprofen (IBU, C13H18O2, slika 10) je derivat propionske kisline in sodi v skupino 
nesteroidnih antirevmatikov. Neselektivno inhibira encima ciklooksigenaza I in II, ki 
sodelujeta v sintezi prostagladinov in tako deluje protivnetno, analgetično in antipiretično. 
Ibuprofen je slabo topna učinkovina, ki se običajno nahaja v obliki bele praškaste snovi. 
Glavne fizikalno- kemijske lastnosti IBU so podane v preglednici III (42).  
Ibuprofen je običajno dostopen v obliki tablet z odmerkom 200-800 mg in se najpogosteje 
uporablja za zdravljenje oziroma lajšanje bolečin prirojenih srčnih napak, revmatoidnega in 
osteoartritisa, cistične fibroze, ortostatske hipotenzije, parodontalne bolezni in dentalnih 
poškodb, dismenoreje, vročine in glavobolov, pozitivne učinke IBU pa raziskujejo tudi za 
namen zdravljenja Alzheimerjeve bolezni, Parkinsonove bolezni in raka dojk. V magistrski 
nalogi smo ibuprofen, kot modelno slabo topno učinkovino, vgrajevali v cetilpiridin-
alginatne nanodelce, ki imajo zaradi protivnetnih lastnosti IBU potencial za zdravljenje 
parodontoze (43).  
 
Slika 10: Struktura ibuprofena (povzeto po 44) 
Preglednica III: Fizikalno-kemijske lastnosti ibuprofena (42) 
Fizikalno-kemijska lastnost Vrednost 
Molekulska masa (Mw) 
Vrelišče 
206,285 g/mol  
157 °C  
Tališče 
Topnost v vodi (25 °C) 
75-77,5 °C  
21 mg/L  







Pomanjkljivosti zdravljenja s tradicionalnimi metodami 
Zaradi nekaterih pomanjkljivosti klasičnih metod usmerjajo raziskave v nove metode kot so 
rekolonizacija obzobnih žepkov s probiotiki in fotodinamična terapija (33, 45, 46). 
Tradicionalne metode zdravljenja parodontoze so učinkovite, vendar v veliko primerih po 
terapiji pride do neželenih učinkov. Najpogostejša takšna primera sta rekolonizacija 
parodontopatogenih bakterij v obzobnih žepkih in razvoj rezistence na antibiotike. Oviro za 
doseganje terapevtskih koncentracij v primeru lokalnega zdravljenja, predstavlja kratek čas 
zadrževanja farmacevtske oblike na mestu delovanja, kar v kombinaciji s slabim 
prodiranjem učinkovine v obzobna tkiva močno zmanjša možnosti učinkovite terapije. 
Idealen dostavni sistem za zdravljenje bolezni v ustni votlini je biokompatibilen, 
bioadheziven in biorazgradljiv. S sistemom, ki ima vse naštete lastnosti, je izid zdravljenja 
najbolj ugoden, hkrati pa se izognemo neprijetnostim ob kirurški odstranitvi sistemov iz 
biološko nerazgradljivih materialov, ki bi lahko zniževali bolnikovo komplianco (33, 46).  
1.4.3 Dostava zdravilnih učinkovin v ustno votlino 
Ustna votlina, kot mesto za dostavo učinkovin, predstavlja prednosti in slabosti. V primeru 
lokalnega zdravljenja je njena največja prednost dostopnost mesta za aplikacijo in lahko 
odstranjevanje farmacevtske oblike v primeru neželenih in stranskih učinkov, kar poveča 
bolnikovo komplianco. Ko bolezen zdravimo sistemsko, se z aplikacijo v ustno votlino 
izognemo metabolizmu prvega prehoda in kislega okolja ter encimov v želodcu in tankem 
črevesu, kar vodi v večjo biološko razpoložljivost učinkovine in doseganje terapevtskih 
koncentracij. Problem za oralno aplikacijo predstavljajo mukozne membrane, izločanje 
sline, vnos hrane in pijače, požiranje, žvečenje in prisotnost receptorjev za okus. Zaradi 
debeline in manjše površine mukoznih membran v ustni votlini sta permeabilnost in hitrost 
absorpcije učinkovin majhni, hkrati pa izločanje sline (0,5- 2 L/dan) odnaša učinkovino in 





2. NAMEN DELA 
Namen magistrskega dela je izdelava stabilnih polielektrolitnih nanokompleksov, v katere 
bomo vgradili učinkovino ibuprofen, da bi povečali njeno topnost. Zaradi bioadhezivnosti, 
nadzorovanega sproščanja in ciljne dostave učinkovine na želeno mesto, imajo 
nanokompleksi z vgrajenim IBU potencial za preprečevanje parodontoze. Glede na rezultate 
predformulacijskih raziskav smo postavili naslednje hipoteze: 
 S kompleksiranjem natrijevega alginata in CPC v različnih molarnih razmerjih, je 
možno izdelati komplekse nanometerskih velikosti, v katere lahko vgradimo slabo 
vodotopno učinkovino IBU. 
 Izdelani nanokompleksi z vgrajenim IBU imajo terapevtski potencial za zdravljenje 
parodontalne bolezni, saj posredujejo antiseptične in protivnetne lastnosti CPC in 
IBU, hkrati pa so zaradi prisotnosti alginata bioadhezivni in se lahko zadržijo na 
obzobnih tkivih. 
 Z vgradnjo slabo topne učinkovine IBU v nanokomplekse povečamo njegovo 
topnost, ki je glede na literaturne podatke 21 mg/L v vodi pri 25 °C (42). 
 Nanokompleksi z vgrajenim IBU so stabilni pod različnimi pogoji. 
 Nanokompleksi kot dostavni sistem vplivajo na sproščanje IBU, saj tega 
solubiliziramo v micelom podobnih strukturah, ki so ujete v alginatnih 
nanokompleksih. 
Postavljene delovne hipoteze bomo tekom vrednotenja izdelanih nanokompleksov dokazali 
ali ovrgli. Z meritvami hidrodinamske velikosti, polidisperznega indeksa in zeta potenciala 
bomo ovrednotili različne vrste stabilnosti nanokompleksov: v času, ob spremembi pH in 
molarnosti/osmolarnosti okolja ter pod vplivom velikosti centrifugalne sile. V nadaljevanju 
bomo izdelanim nanokompleksom določili vsebnost IBU ter njegov način sproščanja iz 
nanokompleksov, morfologijo nanokompleksov in interakcije med komponentami.  
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3. MATERIALI IN METODE  
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Materiali za izdelavo nanokompleksov 












Vsebnost guluronata= 65-75 % 










LX0333-110001 Mw= 206,3 g/mol 
 
3.1.2 Snovi za izdelavo mobilnih faz ter pripravo vzorcev za HPLC analizo 
 Ortofosforna kislina 85 % (H3PO4), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 Mravljinčna kislina 98-100 % (CH2O2), Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 Acetonitril (CH3CN), HPLC kakovost, J. T. Baker, Gliwice, Poljska 
 Milli-Q voda, voda prečiščena s sistemom za pripravo ultra čiste vode Milli-Q 
Adventage A10 Ultrapure Water Purification System, proizvajalca Millipore 
Corporation, ZDA. 
Postopek priprave mobilnih faz  
Za zagotavljanje odsotnosti delcev v mobilnih fazah smo uporabljeni acetonitril (ACN) 
predhodno filtrirali skozi GHP Membrane Disc, premer= 47 mm, velikost por= 0,2 µm, 
proizvajalca Pall Corporation. 
Vsa uporabljena steklovina je bila predhodno oprana in sprana z Milli-Q vodo. 
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a) Mobilna faza A z ortofosforno kislino 
Mobilno fazo smo pripravili tako, da smo odmerili 1 mL ortofosforne kisline v 1 L bučko in 
dopolnili z Milli-Q vodo do oznake. Nakisani vodi smo izmerili pH. Z merilnima valjema 
smo odmerili 900 mL nakisane vode in 100 mL ACN, ter obe komponenti zmešali v 1 L 
HPLC steklenici za shranjevanje. 
b) Mobilna faza B z 98% acetonitrilom 
Z merilnima valjema smo odmerili 980 mL ACN in 20 mL Milli-Q vode in ju zmešali v 1 L 
HPLC steklenici za shranjevanje. 
c) Raztopina z mravljinčno kislino za spiranje kolone 
Mobilno fazo smo pripravili tako, da smo odmerili 1 mL mravljinčne kisline v 1 L bučko in 
dopolnili z Milli-Q vodo do oznake. Nakisani vodi smo izmerili pH. Z merilnima valjema 
smo odmerili 900 mL nakisane vode in 100 mL ACN ter obe komponenti zmešali v 1 L 
HPLC steklenici za shranjevanje. 
d) Raztopina s 50% acetonitrila za spiranje kolone 
Odmerili smo 500 mL ACN in 500 mL Milli-Q vode in ju prelili v 1 L HPLC steklenico za 
shranjevanje. 
3.1.3 Snovi za izdelavo medijev za sproščanje in titracijske študije 
 Natrijev klorid (NaCl), M= 58,44 g/mol, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 Natrijev acetat, anhidrid (C2H3NaO2), M= 82,04 g/mol, Fluca Chemika, Buchs, 
Švica 
 Ocetna kislina (CH3COOH), 100 %, M= 60,05 g/mol, Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
 Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4), M= 136,086 g/mol, Merck KGaA, Darmstadt, 
Nemčija 
 Natrijev hidroksid (NaOH), M= 39,997 g/mol, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 Klorovodikova kislina (HCl) 37 %, Merck KGaA, Darmstadt, Nemčija 
 Milli-Q voda 
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Izdelava medijev za sproščanje in preizkušanje občutljivosti nanokompleksov z 
vgrajenim ibuprofenom pri naraščajoči osmolarnosti 
Acetatni pufer s pH 4,5 (64,46 mM), fosfatni pufer s pH 6,8 (72,4 mM) in fosfatni pufer s 
pH 8,0 (96,1 mM) smo pripravili v skladu z 9. izdajo Evropske farmakopeje (4.1.3. Buffer 
solutions). Pripravili smo tudi polovične redčitve izbranih pufrov z namenom zmanjševanja 
ionske jakosti. Medije, v katerih smo preizkušali občutljivost in določali način sproščanja 
IBU iz nanokompleksov, smo pripravili po naslednjih postopkih: 
a) Acetatni pufer s pH 4,5 
Pred izdelavo acetatnega pufra smo pripravili 2 M raztopino ocetne kisline. Za acetatni pufer 
s pH 4,5 smo na čolniček natehtali 2,99 g natrijevega acetata, ga pretresli v 1 L bučko in 
raztopili v Milli-Q vodi. Dodali smo 14 mL 2 M ocetne kisline in dopolnili z vodo do 
oznake. Izdelan pufer je imel molarnost 64,46 mM (100 mOsmol/L). 
Pripravili smo še enkratno redčitev narejenega pufra, tako da smo z merilnim valjem 
odmerili 0,5 L že pripravljenega acetatnega pufra, ga prelili v 1 L bučko in z vodo dopolnili 
do oznake, ter tako izdelali acetatni pufer z molarnostjo 32,23 mM (50 mOsmol/L). 
b) Fosfatni pufer s pH 6,8 
Pred izdelavo fosfatnega pufra smo pripravili 0,2 M raztopino natrijevega hidroksida in 0,2 
M raztopino kalijevega dihidrogenfosfata. 
V 1 L bučko smo z merilnima valjema odmerili 250 mL predhodno pripravljenega 0,2 M 
KH2PO4 in 112 mL 0,2 M NaOH ter dopolnili z vodo do oznake. Izdelan pufer je imel 
molarnost 72,4 mM (144,8 mOsmol/L). 
Pripravili smo še enkratno redčitev narejenega pufra, tako da smo z merilnim valjem 
odmerili 0,5 L že pripravljenega fosfatnega pufra, ga prelili v 1 L bučko in z vodo dopolnili 
do oznake, ter tako izdelali fosfatni pufer z molarnostjo 36,2 mM (72,4 mOsmol/L). 
c) Fosfatni pufer s pH 8,0 
Pred izdelavo fosfatnega pufra smo izdelali 0,2 M raztopino NaOH in 0,2 M raztopino 
KH2PO4 po enakem postopku kot pri 72,4 mM fosfatnem pufru. 
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V 1 L bučko smo z merilnima valjema odmerili 250 mL predhodno pripravljenega 0,2 M 
KH2PO4 in 230 mL 0,2 M NaOH ter dopolnili z vodo do oznake. Izdelan pufer je imel 
molarnost 96,1 mM (192 mOsmol/L). 
Pripravili smo še enkratno redčitev narejenega pufra, tako da smo z merilnim valjem 
odmerili 0,5 L že pripravljenega fosfatnega pufra, ga prelili v 1 L bučko in z vodo dopolnili 
do oznake, ter tako izdelali fosfatni pufer z molarnostjo 48,05 mM (95,1 mOsmol/L). 
d) 0,9 % raztopina NaCl 
Za 1 L 0,9 % raztopine NaCl, smo natehtali 9,0 g NaCl, ga pretresli v 1 L bučko in dopolnili 
z vodo do oznake. 0,9 % raztopino NaCl smo filtrirali skozi membranski filter RC 0,45 µm, 
LGG GmbH, Merckenheim, Nemčija in shranili v 1 L steklenici za HPLC. 
Po končani izdelavi medijev za sproščanje smo vsem medijem pomerili pH vrednost in 
prevodnost. 
 
3.2 LABORATORIJSKA OPREMA 
Preglednica V: Laboratorijska oprema uporabljena pri magistrskem delu 
Laboratorijska oprema Podatki o proizvajalcu 
Analitska tehtnica XS205, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
Tehtnica Sartorius AX623, Goettingen, Nemčija 
Konduktometer 
Elektroda za konduktometer 
MC226, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 
InLab
®
 730, Mettler Toledo, Greifensee, Švica 




Bio-Dis 3 Testing Station, Varian, Cary NC, 
ZDA 
VK 750 Heater/ Circulator, VanKel, Cary NC, 
ZDA 
UV-VIS spektrofotometer Agilent 8453, Agilent Technologies (Hewlett 




1260 Infinity II, Agilent Technologies, ZDA 
XBridge
®







- Rotor za ultracentrifugo 
- Centrifuga 
- Centrifuga z višjimi obrati 
 
- Rotor za centrifugo z višjimi 
obrati 
 
Thermo Sorvall WX Ultra Centrifuge Series, 
Thermo Scientific, ZDA 
FIBERlite
®
 F50L-24x1.5, Termo Scientific, 
ZDA 
Centric 322A, Tehtnica, Železniki, Slovenija 
2-15, Sigma Laborzentrifugen, Osterode am 
Harz, Nemčija 
12141, Sigma Laborzentrifugen, Osterode am 
Harz, Nemčija 
pH meter 
Elektroda za pH meter 
S220 SevenCompact
TM
, Mettler Toledo, Švica 
In Lab
®
 Expert Pro-ISM pH, Mettler Roledo, 
Švica 
Avtomatska pipeta Biohit, Sartorius, Helsinki, Finska 
Stresalnik Vibromix 403EVT, Tehtnica, Železniki, 
Slovenija 
Magnetna mešala 15 mestno magnetno mešalo, Variomag Poly, 
Komet, Slovenija 
Grelno magnetno mešalo, IKA RCT basic safty 
control, IKA Werke, Nemčija 
Ultrazvočna kadička Sonis 4, Iskra PIO, Kranj, Slovenija 
Naprava za merjenje hidrodinamske 
velikosti in zeta potenciala 




Črpalka za avtotitrator 
MPT-2, Multi Purpose Titrator, Malvern 
Instruments, Velika Britanija 
Malvern Instruments, Velika Britanija 
Dializna membrana Spectra/Por Dialysis Membrane 4:12-14 000 
MWCO, premer= 1,6 cm , Spectrum 
Laboratories, Kalifornija, ZDA 
Vrstični elektronski mikroskop Supra35 VP, Carl Zeiss, Munchen, Nemčija 
Rotor za zamrzovanje v filmu IKA
®








Nexus, Nicolet Instrument, ZDA 







3.3.1 Shema izvedbe raziskav 
Potek eksperimentalnega dela je prikazan na sliki 11.  
 
Slika 11: Shema eksperimentalnega dela 
3.3.2 Določanje kritične micelarne koncentracije cetilpiridinijevega klorida 
Kritično micelarno koncentracijo v vodi smo določali glede na električno prevodnost vodnih 
raztopin z naraščajočo koncentracijo CPC. Prevodnost smo določali s konduktometrom in 
elektrodo za vodne raztopine. Pripravili smo vodne raztopine CPC z molarnimi 
koncentracijami od 0 do 8 mM, jih 12 ur temperirali pri 25 °C v vodni kopeli. CMC smo 
določili v treh ponovitvah, pri čemer smo prevodnost vseh izdelanih vodnih raztopin CPC 




3.3.3 HPLC analiza in priprava umeritvene krivulje 
Za analizo standardov in vzorcev smo izbrali reverzno fazno tekočinsko kromatografijo 
visoke ločljivosti (HPLC) in gradientno metodo z naslednjimi pogoji: 
 Temperatura ogrevane kolone: 40 °C 
 Pretok: 1,5 mL/min 
 Mobilna faza: 
- Mobilna faza A: Milli-Q voda z ortofosforno kislino: ACN= 90 : 10 (poglavje 
3.1.2 a)) 
- Mobilna faza B: Milli-Q voda : ACN= 2 : 98 (poglavje 3.1.2 b))  
 Volumen injiciranja vzorca: 20 µL 
 Valovna dolžina detekcije IBU: 194 nm in 214 nm 
 Čas analize: 13 min 
Gradientno metodo smo začeli s spiranjem kolone z mešanico mobilnih faz v razmerju A:B= 
50:50, 3 minute. Nadaljnjih 8 minut smo postopoma povečevali delež mobilne faze B (od 50 
% do 65 %) in na koncu dosegli razmerje mobilnih faz A:B= 35:65. 
Za izdelavo osnovnega standarda s koncentracijo 1 mg/mL smo natehtali 50,0 mg IBU na 
čolniček, ga kvantitativno prenesli v 50 mL bučko in dopolnili z ACN do oznake. Vse 
nadaljnje standarde smo pripravili z redčenjem osnovnega standarda z mobilno fazo A. 
Pripravili smo 13 redčitev v koncentracijskem območju od 0,5 µg/mL do 100 µg/mL. Vsak 
standard smo pripravili v treh paralelah in jih analizirali z opisano HPLC gradientno 
metodo. Iz površin kromatografskih signalov in znanih koncentracij IBU, smo z metodo 
linearne regresije izračunali umeritveno krivuljo. 
Enak postopek smo koristili za določanje vsebnosti IBU v vodi, v solubilizatu IBU v CPC in 
nanokompleksih. Vse meritve smo izvedli v treh paralelah. 
3.3.4 Določanje solubilizacijske kapacitete cetilpiridinijevega klorida za                                    
ibuprofen  
Izdelali smo solubilizate IBU v CPC z znano sestavo v treh paralelah. Vse eksperimente smo 
izvajali pri sobni temperaturi. V vsako 1,5 mL epico za ultracentrifugiranje smo natehtali 
IBU v prebitku (50 mg) in s polavtomatsko pipeto dodali 1,5 mL raztopine CPC z molarnimi 
koncentracijami 0 mM, 0,6 mM, 1,6 mM, 2,5 mM, 3 mM in 5 mM. Da se je vzpostavilo 
ravnotežje med CPC in IBU ter so nastali miceli smo epice zatesnili s parafilmom, jih krajši 
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čas vorteksirali in za 48 ur postavili na stresalnik pri 70 obratih na minuto (rpm). Po 
končanem stresanju smo vsebino zopet vorteksirali in nato 20 minut ultracentrifugirali 
(10000 × g= 11800 rpm). 500 µL supernatanta, s solubilizatom IBU v CPC, smo prenesli v 
bučke in redčili z mobilno fazo A do ustrezne koncentracije za HPLC analizo. Da bi se v 
celoti izognili možnim prisotnim delcem smo vzorce prelili iz bučk v 15 mL falkonke in jih 
centrifugirali 10 minut pri 4000 rpm. Iz vsake falkonke smo nato previdno odpipetirali 1 mL 
supernatanta, ga brez filtracije prenesli v 1,5 mL HPLC vialo in analzirali. Z uporabo 
umeritvene krivulje smo iz površin pod krivuljo kromatograma določili vsebnost IBU pri 
določeni molarni koncentraciji CPC in izračunali molarno solubilizacijsko kapaciteto ter 
porazdelitveni koeficient CPC za IBU. 
3.3.5 Izdelava cetilpiridin-alginatnih nanokompleksov brez in z ibuprofenom 
Cetilpiridin-alginatne nanokomplekse brez IBU smo pripravili iz raztopin CPC in raztopine 
alginata v različnih molarnih razmerjih: 0,2, 0,6, 0,8 in 1,2 (preglednica VI). Molarna 
razmerja predstavljajo razmerje končnih molarnih koncentracij CPC in alginata v disperziji.  
Pripravili smo 0,0125 % raztopino natrijevega alginata v vodi. Erlenmajerico smo dobro 
zatesnili in mešali na magnetnem mešalu 12 ur pri 200 rpm na sobni temperaturi. Vodne 
raztopine CPC 0,0181 %, 0,0542 %, 0,0723 % in 0,1084 % smo pripravili z raztapljanjem 
preračunane mase CPC v prečiščeni vodi.  
Za izdelavo nanokompleksov, smo očistili in dobro osušili 100 mL borosilikatne steklene 
viale v katere smo natehtali 60,0 g 0,0125 % raztopine natrijevega alginata in postopno 
dodali 15 g raztopine CPC z brizgo z 0,45 µm filtrom med mešanjem na magnetnem mešalu 
(500 rpm) pri sobni temperaturi 10 minut. Po 24 urah, ko so se vzorci izoblikovali in 
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*  V primeru izdelave nanokompleksov z IBU smo k 0,0125 % raztopini natrijevega alginata 
dodajali 15 g solubilizata IBU v CPC, katerih priprava je podana v preglednici VII 
** V preglednici so podani procenti in preračunane molarne koncentracije CPC in 
natrijevega alginata v končni disperziji izdelanih nanokompleksov 
Za izdelavo nanokompleksov z IBU smo najprej pripravili solubilizate IBU v CPC 
(preglednica VII) in nato te dodajali k raztopini alginata. Na čolniček smo natehtali IBU, ga 
pretresli v erlenmajerico z obrusom in gravimetrično dopolnili z izbrano raztopino CPC do 
želene mase ter mešali čez noč na magnetnem mešalu (150 rpm) pri sobni temperaturi. 
Naslednji dan smo solubilizate prelili v falkonke, jih centrifugirali 12 minut pri 3500 rpm in 
z 20 mL injekcijsko brizgo smo previdno odvzeli 15 g supernatanta pri čemer smo pazili, da 
nismo vzeli morebitnih neraztopljenih delcev IBU. Solubilizate smo dodajali 0,0125 % 
raztopini natrijevega alginata pod enakimi pogoji kot za izdelavo nanokompleksov brez IBU 


































* V preglednici so podani % CPC v raztopini in njihove preračunane molarne koncentracije 
** Od izdelanih 100 g solubilizata IBU v CPC smo 15 g dodali k 60 g 0,0125 % raztopine 
natrijevega alginata (preglednica VI) 
Komplekse brez in z IBU smo po enakem postopku kot nanokomplekse poskusili izdelati z 
uporabo 10 in 100-krat višjih koncentracij posameznih komponent. Za izdelavo kompleksov 
brez in z IBU z molarnim razmerjem CPC:alginat 0,6 smo uporabili 0,125 % raztopino 
natrijevega alginata, 0,542 % raztopino CPC in raztopili 180 mg IBU v 30 g 0,542 % 
raztopini CPC, za izdelavo kompleksov brez in z IBU z molarnim razmerjem CPC:alginat 
0,8 pa 1,25 % raztopino natrijevega alginata, 5,42 % raztopino CPC in raztopili 180 mg IBU 
v 30 g 0,542 % raztopini CPC. 
3.3.6 Določanje vsebnosti ibuprofena 
Vsebnost IBU smo določali v vodi, solubilizatu IBU v CPC in nanokompleksih. Vsebnost 
IBU smo določali v treh paralelah izdelanih NK 0,8 z IBU, hkrati pa smo izdelali tudi 
referenčen solubilizat IBU v 0,0724 % CPC ter raztopino IBU, ki vsebujeta teoretično enako 
koncentracijo IBU kot je vgrajena v nanokompleksih. Osnoven solubilizat IBU v CPC 
pripravimo po enakem postopku kot pri izdelavi NK 0,8 z IBU (preglednica VII). 15 g 
solubilizata smo zmešali s 60 g Milli-Q vode, dodali palični magnet in pustili mešati čez noč 
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pri 150 rpm in sobni temperaturi. Referenčno raztopino IBU v vodi smo pripravili po 
enakem postopku kot referenčen solubilizat IBU v CPC, le da smo IBU raztapljali v Milli-Q 
vodi.  
S polavtomatskimi pipetami smo odmerili tri alikvote po 1 mL od vsakega izdelanega 
vzorca NK 0,8 z IBU in 1 mL referenčnega solubilizata IBU v 0,0724 % CPC, jih prenesli v 
15 mL centrifugirke in s polavtomatskimi pipetami dodali 9 mL ACN. Centrifugirke smo 
stresali 1 minuto na stresalniku in postavili za 5 minut v skrinjo pri -25°C. Vzorce smo nato 
5 minut centrifugirali (5000 rpm) pri sobni temperaturi. Z injekcijskimi brizgami smo 
previdno odvzeli supernatante, jih prefiltrirali skozi filter RC 0,45 µm v HPLC viale in z 
izbrano HPLC gradientno metodo določili vsebnost IBU. 
Vzorec referenčne raztopine IBU smo pripravili po enakem postopku, le da smo v začetnih 
korakih s polavtomatsko pipeto odmerili 2 mL referenčne raztopine IBU in dodali 8 mL 
ACN. 
3.3.7 Karakterizacija nanokompleksov 
Po izdelavi vsake serije nanokompleksov ter med preverjanjem njihove stabilnosti pod 
različnimi pogoji okolja, smo nastale nanokomplekse okarakterizirali s pomočjo ZetaSizer 
Nanoseries, Malvern Instruments, pri čemer smo nanokompleksom določili hidrodinamski 
premer (Dh), polidisperzni indeks (PDI) in zeta potenciala (ZP). 
Hidrodinamski premer in polidisperzni indeks 
Fotonska korelacijska spektroskopija je metoda za določanje velikosti delcev, katerih Dh je 
manjši od 1 µm. Temelji na Brownovem gibanju, kjer se večji delci gibljejo počasneje in 
manjši hitreje. V odvisnosti od temperature in viskoznosti medija, v katerem se delci 
gibljejo, je Brownovo gibanje povezano s Stokes-Einsteinovo enačbo, s pomočjo katere 
določamo Dh delca. Rezultat fotonske korelacijske spektroskopije je povprečna velikost 
delcev in ocena širine distribucije velikosti ali polidisperzni indeks. 
Meritve Dh in PDI smo opravljali v polistirenskih kivetah, kamor smo prenesli vzorec. Za 
vsako meritev smo odvzeli tri alikvote vzorca in na vsakem alikvotu naredili tri meritve. 
Pred začetkom vsake meritve smo kiveto z vzorcem ekvilibrirali 30 sekund pri 25 °C. 





Stabilnost koloidnih sistemov merimo z ZP. Delci z nabojem privlačijo nasprotno nabite 
ione v mediju, pri čemer se oblikujeta notranja Sternova in zunanja difuzna plasti, ki skupaj 
sestavljata električno dvojno plast. Sternovo plast sestavljajo protiioni, ki so močno vezani 
na površino nabitega delca, difuzno plast pa protiioni, ki so šibko vezani na površino delca. 
Med gibanjem delca v mediju, se del difuzne plasti odlušči in na strižni površini dobimo 
potencial, ki ga imenujemo ZP. Večji absolutni ZP na površini delca zagotavlja večje 
elektrostatsko odbijanje med posameznimi delci in tako večjo fizikalno stabilnost disperzije. 
Stabilne koloidne disperzije so tiste, ki imajo absolutno vrednost ZP višjo od 30 mV. Na ZP 
lahko vplivamo s koncentracijo materiala, ki sestavlja koloidni sistem, pH in ionsko močjo 
medija (48).  
Meritve ZP smo opravljali v kapilarnih kivetah, kamor smo z injekcijsko brizgo prenesli 
vzorec. Za vsako meritev smo odvzeli tri alikvote vzorca in na vsakem alikvotu naredili pet 
meritev ZP. Pred začetkom vsake meritve smo kapilarno kiveto z vzorcem ekvilibrirali 30 
sekund pri 25 °C. Rezultati so podani kot povprečna vrednost najmanj petih meritev. 
3.3.8 Stabilnost cetilpiridin-alginatnih nanokompleksov pri različnih pogojih  
Stabilnost v času 
Stabilnost izdelanih nanokompleksov smo preverjali z merjenjem njihovega Dh, PDI in ZP 
skozi daljše časovno obdobje. Preverjali smo stabilnost nanokompleksov brez in z IBU z 
molarnim razmerjem CPC:alginat 0,2, 0,6, 0,8 in 1,2. Meritve smo opravljali pri 25 °C, v 
naslednjih časovnih točkah: 1, 7, 14, 21, 28 in 60 dni po izdelavi nanokompleksov (dan 
izdelave štejemo kot 0).  
Določanje stabilnosti ob spreminjanju pH in osmolarnosti v avtotiratorju 
Spremljanje stabilnosti ob spreminjanju parametrov raztopine smo izvedli s pomočjo 
avtotitracij (ZetaSizer Nanoseries, Malvern Instruments, slika 12). Preverjali smo stabilnost 
sveže pripravljenih vzorcev NK 0,8 in NK 0,8 z IBU v odvisnosti od pH in osmolarnosti 
medija. Za ta namen smo izdelali 0,01 M in 0,25 M raztopini HCl, 0,01 M in 0,25 M 




Avtotitracije smo pričeli z umerjanjem pH elektrode z uporabo predpripravljenih 
kalibracijskih pufrov (pH 4 in 9). Celotno opremo za izvedbo avtotitracij smo nadzirali s 
programom ZetaSizer Software (Malvern Instruments).  
Preverjali smo obnašanje vzorcev (Dh, PDI, ZP in pH) ob povišanju pH (avtotitracije z 0,01 
M in 0,25 M NaOH, do pH 12), ob zniževanju pH (avtotitracije z 0,01 M in 0,25 M HCl, do 
pH 3) in ob povečevanju osmolarnosti (avtotitiracije s 1200 mOsmol/L NaCl, od 0 
mOsmol/L do 340 mOsmol/L NaCl). Raztopine za titriranje (titrante) smo pripravili v 
plastičnih vialah, ki smo jih namestili na avtotitrator. Preko cevk napolnjenih s titrantom je 
bil sistem povezan s plastičnim vsebnikom, kamor smo odmerili 10 mL analiziranih 
nanokompleksov. Avtotitracija je potekala z mešanjem vzorca in spremljanjem pH 
(orientacija za odmerjanje kisline ali baze). Kapilarna merilna celica, je bila preko cevk 
povezana s titriranim vzorcem in vstavljena v ZetaSizer. Posamezna meritev (v triplikatu) je 
bila izvedena od spremembi pH za 1 enoto oziroma ob povečanju osmolarnosti medija za 48 
mOsmol/L. 
 
Slika 12: Enote avtotiratorja: 1- razdelilna enota za titrante; 2- vakuumski degaser; 3- pH 
elektroda z vsebnikom z vzorcem; 4- ZetaSizer (povzeto po 49) 
Določanje stabilnosti v pufrih z različno osmolarnostjo in pH v daljšem obdobju 
Za testiranje smo uporabili po 10 cm dializne membrane z velikostmi por, ki prepuščajo 
molekule manjše od 12-14 000 Da g/mol (=molecular weight cut off- MWCO). Membrane 
smo predhodno namakali v prečiščeni vodi, da smo sprali konzervanse, v katerih je 
membrana hranjena. V posamezno dializno membrano smo odmerili 10 mL izdelanih NK 
0,8 z IBU ter jo ustrezno zaprli s plastično zaporko. Merilne valje (250 mL) smo napolnili z 
240 mL izdelanih pufrov ali z 240 mL Milli-Q vode (kontrola), dodali napolnjene dializne 
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membrane, ter pustili mešati (100 rpm) na sobni temperaturi (slika 13). Vzorce, ki so 
predstavljali vsebino znotraj membrane, smo odvzemali v volumnih 1 mL v naslednjih 
časovnih točkah: takoj po izdelavi nanokompleksov ter po 2 urah, 1 dnevu in 1 tednu 
začetka preverjanja stabilnosti. Stabilnost smo določali z meritvami Dh, PDI in ZP. 
 
Slika 13: Stabilnost nanokompleksov v pufrih z različno osmolarnostjo in pH 
Stabilnost nanokompleksov pri povišanih pospeških 
Preverjali smo stabilnost vzorcev NK 0,6, NK 0,6 z IBU, NK 0,8 in NK 0,8 z IBU pod 
vplivom centrifugalne sile. Kot primerjalni vzorec smo uporabili 0,0125 % raztopino 
natrijevega alginata.  
Odmerili smo 10 mL posameznega vzorca nanokompleksov in primerjalnega vzorca v 
centrifugirke, ter jih centrifugirali 10 minut pri sobni temperaturi in naslednjih pospeških: 
2000, 4000, 6000, 8000, 10000 in 12000 rcf. Vrednosti rcf smo iz rpm preračunali po enačbi 
1. 
                                      rcf= 1,12  premer rotorja   (rpm/1000)2                       Enačba 1 
Po vsakem končanem centrifugiranju smo vizualno ocenili nastali sediment in ga s 





3.3.9 Sproščanje ibuprofena iz nanokompleksov 
Sproščanje IBU iz nanokompleksov smo določali v treh paralelah izdelanih NK 0,8 z IBU 
(preglednica VI), hkrati pa smo izdelali tudi referenčni solubilizat IBU v 0,0724 % CPC 
(preglednica VII) ter raztopino IBU (70 mg IBU /100 g vode), ki vsebujeta teoretično enako 
koncentracijo IBU kot je vgrajena v nanokompleksih. Za pripravo 1L 0,9 % NaCl, smo 
natehtali 9,0 g NaCl, ga pretresli v 1 L bučko in dopolnili z Milli-Q vodo do oznake. Za 
pripravo fosfatnega pufra s pH= 6,8, smo uporabili postopek opisan v poglavju 3.1.3 b). Oba 
medija za sproščanje smo filtrirali skozi membranski filter RC 0,45 µm in shranili v 1 L 
steklenici za HPLC. 
Sproščanje IBU iz NK 0,8 z IBU v izbrana medija smo preverjali z uporabo polprepustne 
dializne membrane 12- 14 000 MWCO, ki smo jo razrezali na 35 cm dolge dele in jih sprali 
kot je opisano v poglavju 3.3.8. V vsako od pripravljenih dializnih membran smo odmerili 
40 mL izdelanih NK 0,8 z IBU oziroma referenčnih vzorcev (solubilizat IBU v CPC in 
raztopina IBU). Merilne valje (250 mL) smo napolnili z 210 mL medija za sproščanje in 
vanje potopili napolnjene dializne membrane, tako da skupni volumen predstavlja 250 mL, 
ter jih dali na mešanje (150 rpm). Valji so bili ves čas sproščanja pokriti s parafilmom in 
alufolijo (slika 14). Ob določenih časovnih točkah smo iz vsakega merilnega valja odvzeli 1 
mL medija ter vzorce prenesli v označene HPLC viale. 1 mL odvzetega medija smo takoj 
nadomestili z 1 mL svežega medija za sproščanje. Odvzete vzorce smo analizirali s HPLC 
napravo z uporabo izbrane gradientne metode.  
 
Slika 14: Test sproščanja ibuprofena 
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3.3.10 Priprava in karakterizacija suhih nanokompleksov 
Nanokomplekse brez in z IBU z molarnim razmerjem CPC:alginat 0,2, 0,6 in 0,8 smo 
posušili na zraku in z liofilizacijo. Na zraku smo vzorce posušili tako, da smo kapljali 
izdelane vzorce nanokompleksov neposredno na nosilce za vrstično elektronsko 
mikroskopijo (SEM) in jih nato postavili v sušilnik na temperaturo 40 °C, dokler ni vsa voda 
izparela in so na nosilcu ostale suhe komponente nanokompleksov.  
20 g izdelanih nanokompleksov smo prenesli v 50 mL bučke in jih zamrznili v obliki filma s 
pomočjo tekočega dušika. Bučke z zamrznjenim vzorcem smo navili na vertikalni kolektor 
za liofilizacijo in pričeli s fazo primarnega sušenja, v kateri smo odstranili zmrznjeno, 
nevezano vodo. Primarno sušenje je potekalo 24 ur, pri temperaturi 25 °C in tlaku 0,630 bar, 
sekundarno sušenje pa je potekalo pri temperaturi 25 °C in tlaku 0,1 bar, s čimer smo 
odstranili vezano vodo.  
Kot referenčne vzorce smo z metodo sušenja na zraku pripravili vzorce 0,0125 % raztopine 
natrijevega alginata,  0,0723 % raztopine CPC in raztopine IBU (6 mg IBU/ 100 mL 
prečiščene vode). 
Za obe vrsti sušenih vzorcev smo testirali tudi možnost rekonstrukcije vzorcev- 
dispergiranja nazaj v disperzijo, tako da smo v čašo s suhim vzorcem dodali enako količino 
prečiščene vode, kot smo jo odstranili tekom sušenja. Vsebnike z vzorci smo nato čez noč 
mešali na magnetnem mešalu pri 150 rpm in naslednji dan vizualno ocenili rekonstruirane 
nanokomplekse.  
Vrstična elektronska mikroskopija 
Z vrstičnim elektronskim mikroskopom smo proučevali morfologijo in velikost izdelanih 
nanokompleksov in referenčnih vzorcev. Za proučevanje vzorcev uporabljamo curek 
elektronov, ki imajo nizke valovne dolžine in omogočajo boljšo resolucijo v primerjavi z 
vidno svetlobo, ki jo uporabljamo za proučevanje vzorcev z optičnim mikroskopom. 
Elektroni potujejo od elektronske puške skozi zaporedje elekto-magnetnih leč v 
kondenzorju, ki elektrone zberejo v ozek curek. S pomočjo vrstičnih tuljav nato zbran curek 
elektronov v vrsticah vodimo po površini vzorca, pri čemer prihaja do različnih reakcij in 
nastanka več vrst elektronov, ki jih zaznamo z detektorji. Za uspešno snemanje vzorcev 
moramo v notranjosti mikroskopa zagotoviti visok vakuum, saj imajo elektroni izredno 
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majhno maso in je zato njihova pot omejena. V primeru, da vzpostavljen vakuum ne bi bil 
dovolj visok, bi se elektroni sipali na vzorcu in bi žarek postal nestabilen (50,51). 
Proučevali smo vzorce sušenih nanokompleksov z molarnim razmerjem CPC:alginat 0,2, 0,6 
in 0,8, izdelane s sušenjem na zraku in liofilizacijo. Na zraku sušeni vzorci so bili 
pripravljeni direktno na nosilcu. Za pripravo liofiliziranih vzorcev smo na nosilce prilepili 
obojestransko prevodno lepilo in na nosilec previdno nanesli izdelane liofilizate. Odvečno 
količino vzorca smo pred snemanjem odstranili s prepihovanjem s stisnjenim zrakom. Vsak 
vzorec smo posneli pri 2000, 5000 in 20000-kratni povečavi.  
Infrardeča spektrometrija s Fourierjevo transformacijo 
Z uporabo infrardečega spektrofotometra Nexus, Nicolet Instrument, ZDA, s Fourierjevo 
transformacijo (FT-IR) smo s tehniko oslabljenega odboja (ATR) posneli IR spektre 
liofiliziranih vzorcev ter njihovih posameznih, suhih komponent. Ključni del nastavka ATR 
je diamantni kristal, ki je nameščen vzporedno glede na ploščo in tako zagotavlja optimalen 
stik z vzorcem. Z majhno količino izdelanih liofilizatov in osnovnih komponent 
nanokompleksov smo v celoti pokrili kristal. Z vijakom smo privili vzorec na kristal in 
posneli spektre. Pri snemanju spektra, se infrardeča (IR) svetloba odbija v kristalu in pri 
določenih valovnih dolžinah prehaja v vzorec na površini. Svetloba, ki izstopa iz kristala na 
detektor je oslabljena. Rezultat analize so IR spektri z absorpcijskimi vrhovi pri posameznih 
valovnih dolžinah, na podlagi katerih lahko določamo interakcije med funkcionalnimi 




4. REZULTATI IN DISKUSIJA 
4.1 Kritična micelarna koncentracija cetilpiridinijevega klorida 
Z uporabo konduktometrije smo v treh določanjih izdelali krivulje spreminjanja prevodnosti 
v odvisnosti od koncentracije CPC in nato z enačbo 2 določili presečišče dveh linearnih 
delov krivulje, ki ponazarja CMC. Tako smo določili naslednje tri vrednosti CMC za CPC v 
vodi pri 25 °C: 1,083 mM, 1,029 mM in 1,026 mM (slika 15). Končna določena vrednost 
CMC je povprečna vrednost vseh treh določanj in je 1,046 mM (SD=0,02629, RSD=2,513 
%). 
                                                                          Enačba 2 
k: naklon premice, n: odsek na ordinatni osi, c: kritična micelarna koncentracija 
 
Slika 15: Določanje kritične micelarne koncentracije za cetilpiridinijev klorid 
V literaturi je navedena vrednost CMC 0,63 mM za CPC v vodi pri 25 °C, ki so jo določili 
na podlagi spreminjanja gostote raztopine v odvisnosti od koncentracije CPC. V raziskavi so 
uporabili CPC, ki so ga večkrat zaporedoma prečistili z rekristalizacijo v acetonu in nato 
sušili v vakuumu pri 50 °C, s čimer so odstranili vso vodo (53). 
Pri našem eksperimentalnem delu smo za izdelavo nanokompleksov uporabljali CPC v 
obliki monohidrata, ki je zelo higroskopen in bi vsebovana vlaga lahko vplivala na CMC. 
Tekom eksperimentalnega dela smo želeli ugotoviti, ali je delež vode v CPC res tako velik, 
da bi lahko vplival na določeno CMC. V ta namen smo 60,3507 g CPC sušili 24 h pri 60°C. 
Določili smo razliko mase pred in po sušenju 0,0021 g, kar predstavlja 0,0035 % vlage v 
36 
 
vzorcu. Delež vlage v CPC je tako majhen, da ne more vplivati na CMC. Bolj verjeten 
razlog za razliko med določeno in literaturno CMC sta ali metoda čiščenja in sušenja, s 
katerima so predhodno obdelali CPC v študiji, ali pa izbrana metoda za določanje CMC in 
njena natančnost. 
4.2 Solubilizacijska kapaciteta cetilpiridinijevega klorida za ibuprofen 
Z izbrano HPLC gradientno metodo smo določili površine pod krivuljo (AUC) trinajstim 
standardom IBU (preglednica VIII, slika 16). Na podlagi pripravljenih koncentracij 
standardov in njihovih AUC, smo z metodo linearne regresije določili umeritveno premico z 
naslednjo enačbo in koeficientom korelacije (enačba 3): 
                                       y = 27,559x + 4,2125; R² = 0,9999                                   Enačba 3 
Preglednica VIII: Površine pod krivuljo standardov ibuprofena 

















Slika 16: Umeritvena premica za določanje koncentracije ibuprofena 
Izdelano umeritveno premico smo uporabili za vsa nadaljnja preračunavanja. 
S HPLC gradientno metodo smo določili AUC za vzorce IBU v raztopinah z naraščajočimi 
koncentracijami CPC in glede na izdelano umeritveno premico s pomočjo enačbe 4 določili 
njegovo topnost v posamezni raztopini (preglednica IX, slika 17).  
                                       
 
 
                                                        Enačba 4 
cn: koncentracija n-tega vzorca, An: površina pod kromatografskim signalom n-tega vzorca, 
k: naklon premice, n: odsek na ordinatni osi, F: faktor redčenja 
Preglednica IX: Topnost ibuprofena v raztopinah cetilpiridinijevega klorida naraščajočih 
koncentracij  
Koncentracija CPC [mM] IBU [µg/mL] SD RSD 
0,00 66 2,89 4,41 
0,60 54 6,48 12,11 
1,60 215 10,97 5,10 
2,50 795 2,83 0,36 
3,00 931 10,53 1,13 




Slika 17: Topnost ibuprofena v raztopinah cetilpiridinijevega klorida 
Ibuprofen smo uspešno solubilizirali v micelih CPC. Po preseženi CMC se topnost IBU 
povečuje skupaj s koncentracijo CPC. 
Glede na rezultate topnosti, smo določili mase IBU, ki jih bomo raztapljali v 0,0181 %, 
0,0542 %, 0,0723 % in 0,1084 % raztopini CPC (preglednica VII) in nastale solubilizate 
IBU v CPC uporabili za izdelavo nanokompleksov z IBU (preglednica VI).  
Solubilizacijsko sposobnost CPC najbolje opišemo z molarno solubilizacijsko kapaciteto 
(enačba 5) in porazdelitvenim koeficientom (enačba 6). Vrednosti obeh parametrov pri 
koncentracijah CPC, ki presegajo določeno CMC so podane v preglednici X.  
  
         
          
                                          Enačba 5 (54) 
χ: molarna solubilizacijska kapaciteta; Stot: topnost IBU v raztopini CPC; Sw: 
eksperimentalno določena topnost IBU v vodi; CPAS: molarna koncentracija CPC; CMC: 
kritična micelarna koncentracija 
   
         
  
                                        Enačba 6 (54) 
P: porazdelitveni koeficient; Stot: topnost IBU v raztopini CPC; Sw: eksperimentalno 
določena topnost IBU v vodi 
Z združitvijo enačb 6 in 5, dobimo enačbo 7, v katero združimo oba parametra. 
                                       
            
  
                             Enačba 7 (54)   
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Preglednica X: Molarna solubilizacijska kapaciteta cetilpiridinijevega klorida in 
porazdelitveni koeficient ibuprofena (n=3) 




1,6 1,31 2,31 
2,5 2,43 11,38 
3,0 2,15 13,49 
5,0 1,55 19,67 
Molarna solubilizacijska kapaciteta je pokazatelj solubilizacijske zmožnosti PAS. Dobljene 
vrednosti χ bi morale biti konstantne vendar niso, saj se topnost IBU ne povečuje povsem 
linearno s koncentracijo CPC. Večja ko je vrednost χ, več molov IBU solubilizira en mol 
CPC. Glede na izračune, lahko en mol CPC solubilizira 1,3-2,4 molov IBU. Po 
pričakovanjih, vrednosti P naraščajo s koncentracijo CPC. Ker je vrednost P zmeraj nad 1 
lahko sklepamo, da se večina IBU porazdeli v micelih (19).  
4.3 Izgled cetilpiridin-alginatnih nanokompleksov brez in z 
ibuprofenom v vodi 
Mirtič in sodelavci so v svojih študijah že uspeli izdelati cetilpiridin-alginatne 
nanokomplekse brez vgrajene učinkovine in določiti, da ti nastanejo le kadar je molarno 
razmerje CPC:alginat 0,2-0,8. Odločili smo se, da bomo pri eksperimentalnem delu zajeli 
vse faze tvorjenja kompleksov. Pri molarnem razmerju CPC:alginat 0,2 že nastanejo 
nanokompleksi vendar je koncentracija CPC uporabljena pri izdelavi takšnih 
nanokompleksov (0,0181%; 0,506 mM) manjša od CMC (1,046 mM), tako da je količina 
solubiliziranega IBU precej majhna, kar smo eksperimentalno tudi pokazali (preglednica IX, 
slika 17). Nanokompleksi, ki nastanejo z razmerjema CPC:alginat 0,6 in 0,8, so v preteklosti 
že izkazovali stabilne fizikalne lastnosti (Dh, PDI in ZP) skozi daljše časovno obdobje, 
hkrati pa smo pri določevanju topnosti IBU v 0,0542% (1,51 mM) in 0,0723% (2,02 mM) 
raztopinah CPC, s katerima dosežemo izbrana molarna razmerja, določili zadovoljivo 
povišanje topnosti. Ko dosežemo molarno razmerje CPC:alginat 1,2, se tvorijo kompleksi, ki 
pa so že makroskopskih velikosti, in jih lahko opazimo s prostim očesom, ter jih označimo 
kot agregate (31). Pri vrednotenju se bomo bolj osredotočili na nanokomplekse, katerih 
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molarni razmerji CPC:alginat sta 0,6 in 0,8, zaradi fizikalne stabilnosti v času in zadovoljive 
vgradnje IBU. 
Izdelani vzorci nanokompleksov s konstantno koncentracijo natrijevega alginata 0,0125 %, 
raztopinami CPC različnih koncentracij (0,0181 % - 0,1084 %) in solubiliziranega IBU 
imajo različen izgled. Kompleksi brez in z IBU v molarnih razmerjih CPC:alginat 0,2, 0,6, 
0,8 in 1,2, ki so prikazani na slikah 18 in 19.  
Izdelani kompleksi brez in z IBU imata zelo podoben videz. Disperziji z molarnim 
razmerjem 0,2 sta bistri, brez opaznih delcev, kar nakazuje, da uporabljena raztopina CPC še 
ni presegla CMC in tako povzročila nastanek dovolj velikega števila nanokompleksov, da bi 
ti lahko dovolj sipali svetlobo in bi disperzijo opazili kot opalescentno. Značilno 
opalescenco disperzije nanokompleksov opazimo ob dodatku 0,0542 % raztopine CPC, ki 
preseže CMC in nastanejo NK 0,6. Dan po izdelavi vseh kompleksov smo izmerili Dh, PDI 
in ZP ter vrednosti podali v preglednici XI. Glede na meritve Dh so NK 0,6 z IBU nekoliko 
večji kot NK 0,6. Razlika v Dh je najverjetneje posledica vgradnje IBU, saj ta s svojim 
negativnim nabojem, zaradi karboksilne skupine v strukturi, oslabi povezave med 
molekulami CPC v micelu, zaradi česar so nastali miceli in posledično nanokompleksi 
nekoliko večji. Nanokompleksi se razlikujejo tudi v absolutni vrednosti ZP, saj seštevek 
negativnih nabojev alginata in IBU generira nanokomplekse z višjim absolutnim ZP. 
Formulaciji NK 0,8 in NK 0,8 z IBU sta po videzu precej podobni nanokompleksom brez in 
z IBU z razmerjem CPC:alginat 0,6, glede na meritve pa se formulacije z različnima 
molarnima razmerjema precej razlikujejo med seboj. Nastali NK 0,8 so večji kot NK 0,6, 
hkrati pa imajo precej nižjo absolutno vrednost ZP in s tem manjšo sposobnost 
elektrostatskega odbijanja, kar lahko vodi v združevanje kompleksov med seboj. Znižanje 
vrednosti ZP je najverjetneje posledica dodatka raztopine CPC z višjo koncentracijo, saj 
seštevek obeh nabojev vpliva na ZP. Nasprotno ostajajo NK 0,8 z IBU tako po velikosti kot 
po absolutni vrednosti ZP precej podobni NK 0,6 z IBU. Vrednost ZP se sicer nekoliko 
zniža, vendar precej manj, saj k negativnem naboju prispeva vgrajeni IBU. V primeru 
kompleksov z molarnim razmerjem 1,2 je razmerje med CPC in alginat tako veliko, da 
nastanejo snežinkam podobni agregati, ki jih lahko opazimo s prostim očesom in se takoj 
začnejo posedati na dno viale. Dobljene meritve Dh, PDI in ZP kompleksov brez vgrajene 
učinkovine se ujemajo z rezultati, ki so jih v študiji pridobili Mirtič in sodelavci (31). 
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Sklenemo lahko, da vgraditev IBU v cetilpiridin-alginatne komplekse vpliva na Dh, PDI in 
ZP kompleksov. 
 
Slika 18: Vizualni izgled nanokompleksov brez ibuprofena: a) NK 0,2, b) NK 0,6, c) NK 
0,8, d) NK 1,2 
 
Slika 19: Vizualni izgled nanokompleksov z ibuprofenom: a) NK 0,2 z IBU, b) NK 0,6 z 
IBU, c) NK 0,8 z IBU, d) NK 1,2 z IBU 
Preglednica XI: Hidrodinamski premer, polidisperzni indeks in zeta potencial izdelanih 
















NK 1,2 z 
IBU 
Dh [nm] 124,4 143,4 184,5 1237,3 120,5 157,2 152,4 8245,7 
PDI 0,24 0,18 0,31 0,77 0,24 0,25 0,21 0,66 
ZP [mV] -42,9 -47,2 -26,8 14,3 -27 -51,8 -40 / 
 
Z izdelavo kompleksov z 10-krat in 100-krat višjimi koncentracijami komponent smo želeli 
preveriti, ali je možno izdelat podobne sisteme kot so nanokompleksi tudi z uporabo višjih 
koncentracij komponent. Pričakovali smo, da bo rezultat dela gelu podobna konsistenca, s 
katero bi lahko zalili obolele obzobne žepke in tako omogočili daljši čas zadrževanja v ustni 
votlini in uspešnejše zdravljenje. 
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Kot lahko opazimo na sliki 20, nismo dosegli gel stanja tako z 10-krat kot z 100-krat višjo 
koncentracijo komponent. V primeru izdelave kompleksov z 10-krat višjo koncentracijo 
komponent, smo dobili zelo motno disperzijo, ki nekoliko spominja na izdelane 
nanokomplekse, le da je bila disperzija dosti bolj motna, kar nakazuje na večjo velikost 
delcev. Nastali delci se zelo hitro začnejo posedati na dno viale in nastane usedlina. Z 
uporabo 100-krat višjih koncentracij komponent se velikost nastalih delcev še povečuje. 
Nastali delci so tako veliki, da se po določenem času vsi posedejo na dno viale in nad 
usedlino ostane bistra tekočina.  
 
Slika 20: Od desne proti levi: a) Prvotna formulacija NK 0,6; 10-kratna koncentracija; 100-
kratna koncentracija; b) Prvotna formulacija NK 0,8 z IBU; 10-kratna koncentracija; 100-
kratna koncentracija 
4.4 Vsebnost in izkoristek vgrajevanja ibuprofena 
Izkoristek vgrajevanja IBU v formulaciji NK 0,8 z IBU smo izračunali glede na zatehte 
IBU, ki smo jih uporabili za izdelavo nanokompleksov in ki predstavljajo teoretične 
koncentracije, ter določene koncentracije vgrajenega IBU, ki smo jih pridobili z gradientno 
HPLC analizo (preglednici XII). Izkoristek vgrajevanja IBU v NK 0,8 z IBU je podan kot 






Preglednica XII: Teoretična koncentracija, določena koncentracija in izkoristek vgrajevanja 








NK 0,8 z IBU 140,8 138,9 99,2 % 
Solubilizat IBU v 
CPC 
140,8 138,2 98,69 % 
IBU raztopina* 139,9 11,7 8,4 % 
*Izračunani izkoristek v primeru raztopine IBU predstavlja delež učinkovine, ki se je 
raztopil v vodi 
4.5 Stabilnost cetilpiridin-alginatnih nanokompleksov pri različnih 
pogojih 
Stabilnost v času 
Stabilnost lastnosti (Dh, PDI in ZP) nanokompleksov skozi časovno obdobje dveh mesecev 
smo preverjali s tehniko dinamičnega sipanja svetlobe. Natančne meritve omenjenih 
parametrov so podane v prilogi I. Za namen vrednotenja stabilnosti smo se v tem 
magistrskem delu nekoliko bolj osredotočili na nanokomplekse z molarnim razmerjem 
CPC:alginat 0,6 in 0,8. 
Meritve Dh izdelanih nanokompleksov skozi obdobje dveh mesecev so prikazane na sliki 21. 
Velikost NK 0,6 je skozi celotno obdobje shranjevanja približno 140 nm, medtem ko se pri 
NK 0,8 giblje v območju 170-220 nm. Hidrodinamska premera NK 0,6 z IBU in NK 0,8 z 




Slika 21: Spreminjanje hidrodinamskega premera nanokompleksov 
Spreminjanje porazdelitve velikosti nanokompleksov je prikazano na sliki 22. Vzorec NK 
0,6 ima konstantno monodisperzno porazdelitev velikosti v območju 0,14-0,18. Nasprotno je 
vzorec NK 0,8 precej polidisperzen, z začetno vrednostjo PDI 0,3, vmesnim nihanjem in 
končno vrednostjo 0,4. Podobno kot pri meritveh Dh imajo NK 0,6 z IBU in NK 0,8 z IBU 
zelo podobno in konstantno vrednost PDI≈0,2. 
 
Slika 22: Spreminjanje polidisperznega indeksa nanokompleksov 
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Zeta potencial, na podlagi katerega smo ocenjevali stabilnost disperzij nanokompleksov, ni 
velikost naboja direktno na površini nanokompleksov, temveč velikost naboja na strižni 
površini zunanje difuzne plasti, ki ob gibanju delca v disperziji še potuje skupaj z delcem. 
Spreminjanje ZP skozi čas je prikazano na sliki 23. Vzorec NK 0,6 ima precej visok 
absolutni ZP, ki je na začetku -46 mV in se skozi čas še viša vse do -49 mV.  Visok naboj na 
površini je odgovoren za njihovo stabilnost skozi čas, kar opazimo tudi iz meritev Dh in PDI, 
saj se ta dva parametra skozi čas le malo spreminjata. Nasprotno imajo NK 0,8 nizko 
absolutno vrednost ZP, ki skozi čas niha v območju med -23 in -27 mV. Tako NK 0,6 z IBU 
kot NK 0,8 z IBU imajo višji ZP kot nanokompleksi brez IBU. Visoke absolutne vrednosti 
dosežejo NK 0,6 z IBU v območju med -47 in -53 mV, medtem ko se ZP NK 0,8 z IBU 
giblje v območju med -34 in -40 mV. 
 
Slika 23: Spreminjanje zeta potenciala izdelanih nanokompleksov 
Iz zbranih meritev lahko sklepamo, da so NK 0,6, NK 0,6 z IBU in NK 0,8 z IBU stabilni 
pod normalnimi pogoji shranjevanja (v temnem prostoru pri 25 °C), saj se Dh, PDI in ZP 
skozi čas le malo spreminjajo. Potencialno problematični so le NK 0,8, saj v tem primeru 




Določanje stabilnosti ob spreminjanju pH in osmolarnosti v avtotitratorju 
Preverjali smo stabilnost nanokompleksov v odvisnosti od pH in osmolarnosti medija. V ta 
namen smo izdelali NK 0,8 in NK 0,8 z IBU. Z uporabo avtotitratorja smo vzorce 
nanokompleksov titrirali s HCl, NaOH in 1200 mOsmol/L raztopino NaCl ter vzporedno 
merili Dh, PDI in ZP.  
Seštevek nabojev alginata in CPC vpliva neposredno na začetno velikost ZP. Vzorcu NK 0,8 
smo pred pričetkom titracij s kislino in bazo izmerili Dh=153 nm, PDI=0,155 in ZP= -31,2 
mV (pH=6,785; slika 24 a) in b)). pH medija je spremenljivka, ki najbolj vpliva na velikost 
ZP. Z dodatkom kisline, doprinos H
+
 ionov zmanjša absolutno vrednost ZP na končno 
vrednost 6,07 mV (pH=3,26). Pri titriranju s kislino dosežemo izoelektrično točko 
nanokompleksov (ZP=0), kjer prevladujoče privlačne sile vodijo v agregacijo in nastanek 
snežinkam podobnih delcev s končnima parametroma Dh=413 nm in PDI=0,579. V 
alkalnem mediju, dodatek OH
-
 ionov poveča ZP na maksimalno vrednost -54,6 mV 
(pH=9,59) in tako ohranja stabilne NK 0,8 skozi celotno alkalno območje. Kot pričakovano 
se zaradi močnih odbojnih sil skozi celotno alkalno območje ohranjata konstantna Dh≈ 160 
nm in PDI≈0,16. Natančne meritve Dh, PDI in ZP ob spreminjanju pH in osmolarnosti 
medija, so podane v prilogi II. 
Vzorec NK 0,8 z IBU se s spreminjanjem pH medija obnašajo podobno kot NK 0,8, le da so 
zaradi prisotnosti IBU spremembe toliko večje (slika 24 a) in b)). Pred titriranjem smo NK 
0,8 z IBU izmerili Dh=123,6 nm, PDI=0,1755 in ZP= -35,7 mV (pH=4,64). Z dodatkom H
+
 
ionov dosežemo končno vrednost ZP=11,9 mV (pH=3,27), pri katerem odbojne sile niso 
zadosti velike, da bi vzdrževale stabilen koloidni sistem. Nastanejo snežinkam podobni 
agregati, s končnim Dh=3542 nm in PDI=1. V alkalnem mediju se ZP NK 0,8 z IBU najprej 
zmanjša do -20,2 mV (pH=8,15) in nato povečuje do končne vrednosti -46,7 mV (pH=12). 





Slika 24: a) Spreminjanje hidrodinamskega premera in polidisperznega indeksa 
nanokompleksov v odvisnosti od pH medija; b) Spreminjanje zeta potenciala 
nanokompleksov v odvisnosti od pH medija  
Osmolarnost medija močno vpliva na elektrostatske interakcije, ki so odgovorne za nastanek 
nanokompleksov. Nasprotna naboja na polimerni verigi alginata in dodanih natrijevih ionih 
privedeta do senčenja nabojev. Ob dovolj visoki koncentraciji ionov zasenčimo večinski 
delež naboja na polimerni verigi alginata in oslabimo elektrostatske interakcije med miceli 
CPC in polimerno verigo alginata. Zaradi šibkih elektrostatskih interakcij v nanokompleksih 
se njihova struktura razrahlja, posledično pa se velikost in PDI povečata (55). S povečanjem 
osmolarnosti medija vplivamo tudi na vrednost ZP na strižni površini nanokompleksov. 
Višja osmolarnost medija generira nanokomplekse z nižjim ZP, s čimer elektrostatsko 
odbijanje med posameznimi nanokompleksi ni zadostno in se ti agregirajo. Opažanja pri 
eksperimentalnem delu se skladajo z navedeno teorijo. Vrednost ZP NK 0,8 pade od začetne 
vrednosti -31,2 mV na končno vrednost -19,6 mV (slika 25 b)), medtem ko agregati 
narastejo do velikosti 358 nm in PDI 0,245 (slika 25 a)), (48). V vzorcu NK 0,8 z IBU se 
vrednost ZP zniža na končno vrednost ZP= -22 mV in nastanejo agregati velikosti Dh=549,8 




Slika 25: a) Spreminjanje hidrodinamskega premera in polidisperznega indeksa 
nanokompleksov v odvisnosti od osmolarnosti medija; b) Spreminjanje zeta potenciala 
nanokompleksov v odvisnosti od osmolarnosti medija  
Iz doblejnih rezultatov lahko sklepamo, da so nanokompleksi brez in z IBU popolnoma 
nestabilni v kislih medijih in medijih s povečano osmolarnostjo, medtem ko jih prisotnost 
OH
-
 ionov iz alkalnih medijev stabilizira. 
Določanje stabilnost v pufrih z različno osmolarnostjo in pH v daljšem obdobju 
Slina zdrave ustne votline ima pH 7. Ob razvoju parodontoze, pH postane nekoliko kisel in 
se giblje okoli 6,8 (56). Kot smo ugotovili v prejšnjem poglavju, pH medija in osmolarnost 
močno vplivata na stabilnost nanokompleksov, kar bi lahko vplivalo na sproščanje 
učinkovine iz sistema. Za namen sproščanja IBU iz NK 0,8 z IBU, smo naredili izbor 
pufrov, ki čim bolje odražajo biološke pogoje v ustni votlini. Stabilnost nanokompleksov v 
različnih pufrih smo določali z meritvami Dh, PDI in ZP ter tako izbrali medij za sproščanje, 
49 
 
ki kar najbolje zadostuje kompromisu med ponazarjanjem bioloških pogojev v ustih in 
ohranjanjem stabilnih nanokompleksov. Kot slepo kontrolo smo uporabili vodo. 
Pred pričetkom preverjanja stabilnosti smo pufrom določili osmolarnost, pH in prevodnost 
ter meritve prikazali v preglednici XIII. 
Preglednica XIII: Molarna koncentracija, osmolarnost, pH in prevodnost izbranih medijev 
za sproščanje 




64,46 32,23 72,4 36,2 96,1 48,05 
Osmolarnost 
[mOsmol/L] 
100 50 144,8 72,4 192 96 
pH 4,707 4,711 6,767 6,785 7,337 7,365 
Prevodnost 
[mS/cm] 
8,67 5,71 15,19 11,89 18,45 12,51 
Grafi spreminjanja Dh, PDI in ZP NK 0,8 z IBU v odvisnosti od časa v posameznem pufru 
so podani v prilogi III. Najmanj so stabilni NK 0,8 z IBU v 96,1 mM in 48,05 mM fosfatnih 
pufrih, saj se v časovnem obdobju preverjanja stabilnosti merjeni parametri najbolj 
spreminjanjo in po koncu preverjanja stabilnosti dosežejo najnižjo vrednost ZP (ZP96,1 mM 
fosfatni pufer= -24,2 mV, ZP48,05 mM fosfatni pufer= -12,5) ter največji Dh (Dh 96,1 mM fosfatni pufer=340,9 
nm, Dh 48,05 mM fosfatni pufer=462,1 nm) in PDI (PDI96,1 mM fosfatni pufer=0,475, PDI48,05 mM fosfatni 
pufer= 0,57). Medij, v katerem so NK 0,8 z IBU izkazavoli najboljšo stabilnost, je bil 64,46 
mM acetatni pufer, saj so nanokompleksi po koncu obdobja preverjanja stabilnosti ohranili 
visok ZP=-36 ter majhen Dh=296,1 nm in PDI=0,23. Kljub najmanjšemu vplivu acetatnega 
pufra na stabilnost, ta ne ponazarja biološkega okolja ustne votline, saj je njegov pH 4,707. 
Za rešitev smo se obrnili k fosfatnim pufrom, od katerih danemu kompromisu med 
stabilnostjo in ponazarjanjem biološkega okolja v ustih najbolje ustreza 72,4 mM fosfatni 
pufer. Temu smo mu določili pH 6,767 in z meritvami Dh, PDI in ZP ugotovili, da skozi 
obdobje testiranja ohranja nanokomplekse stabilne, saj po koncu dobe testiranja v dializni 
membrani ni agregatov, ki bi jih lahko zaznali s prostim očesom. 
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Odločili smo se, da bomo sproščanje IBU iz NK 0,8 z IBU preverjali v dveh medijih: v 
0,9% raztopini NaCl (310 mOsmol/L), ki najbolje ponazarja biološke pogoje v ustih vendar 
po določenem času (1 teden) nastanejo agregati, in v 72,4 mM (144,8 mOsmol/L) fosfatnem 
pufru. 
Stabilnost nanokompleksov pri povišanih pospeških 
Disperzije nanokomplesov so potencialno fizikalno nestabilne, saj se nanokompleksi 
posedajo po daljšem obdobju mirovanja. Za sedimentacijo so odgovorne gravitacijske sile in 
Brownovo gibanje nanokompleksov v disperziji. Obremenilno testiranje v obliki 
centrifugiranja je uporabno orodje za ocenitev stabilnosti koloidne disperzije, saj z njim 
hitro vizualno ocenimo stabilnost sistema (57). Vzorce NK 0,6, NK 0,6 z IBU, NK 0,8 in 
NK 0,8 z IBU ter referenčno raztopino 0,0125 % natrijevega alginata smo centrifugirali z 
naraščajočimi pospeški in v primeru tvorbe sedimenta, vzorec poskusili redispergirati. 
Rezultati stabilnosti vzorcev pod vplivom mehanske obremenitve so prikazani v preglednici 
XIV. 
Preglednica XIV: Nastanek sedimenta in možnost redispergiranja vzorcev 
 
2000 RCF 4000 RCF 6000 RCF 8000 RCF 10000 RCF 12000 RCF 
S S R S R S R S R S R 
0,0125 % 
alginat 
X X / X / X / X / X / 
NK 0,6 X X / ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
NK 0,6 z 
IBU 
X ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
NK 0,8 X ✓ X ✓ X ✓ X ✓ X ✓ X 
NK 0,8 z 
IBU 
X ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 
*S- sediment, R- redispergiranje; X-sediment ni nastal/ redispergiranje ni možno,               
✓- sediment je nastal/ redispergiranje je možno; /- ni potrebno testirati 
Pri centrifugalni sili 4000 RCF začneta v večini testiranih vzorcev nanokompleksov nastajati 
dve vrsti sedimenta, ki sta prikazani na sliki 25. V vzorcih NK 0,6 in NK 0,8 se na stenah 
centrifugirk nabira cementu podoben bel sediment v obliki bele lise (slika 26 a)). Sediment 
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NK 0,6 lahko v vseh primerih redispergiramo, medtem ko v primeru NK 0,8 to ni možno, 
saj se cement le delno odlepi od stene centrifugirke in razpade na manjše delce, ki jih še 
vedno vidimo s prostim očesom. Razlog za nezmožnost redispergiranja se po vsej verjetnosti 
skriva v ZP nanokompleksov, saj imajo NK 0,8 precej nižji ZP kot NK 0,6 (preglednica XI). 
Zaradi pomanjkanja elektrostatskega odboja so NK 0,8 bolj podvrženi agregaciji in se pod 
vplivom centrifugalne sile povežejo v cement, ki ga tudi z vnosom mehanske sile 
(vorteksiranje) ni več možno redispergirati.  
V primerih NK 0,6 z IBU in NK 0,8 z IBU se sediment nabira na dnu centrifugirke v obliki 
gelu podobne posteljice, ki se ne oprime stene centrifugirke, ampak plava na dnu (slika 26 
b)). Prisotnost IBU bi lahko bila ključni dejavnik za obliko nastalega sedimenta, saj se z 
njegovo vgradnjo poveča ZP nanokompleksov. Nanokompleksi z IBU imajo tako precej 
višji ZP kot NK 0,6 in NK 0,8, s čimer ohranjajo disperzni sistem stabilen. Prevladujoče 
odbojne sile med nanokompleksi vodijo v nastanek gelu podobne posteljice, ki jo z vnosom 
mehanske energije v obliki vorteksiranja zlahka redispergiramo. 
 






4.6 Sproščanje ibuprofena iz nanokompleksov 
Sproščanje IBU iz 0,8 NK smo preverjali v dveh medijih: v 0,9 % NaCl in 72,4 mM 
fosfatnem pufru s pH= 6,8. Vsebnost ibuprofena, ki smo jo določili v nanokompleksih 
(preglednica XII), nam je služila kot referenca za določitev konca sproščanja. 
Koncentracija in delež sproščenega IBU v določenih časovnih točkah sta prikazna na sliki 
27. Razlike pri sproščanju v posamezni medij opazimo pri končni koncentraciji IBU v 
medijih. Ta je nekoliko višja v 72,4 mM fosfatnem pufru, kjer je končna koncentracija IBU            
18 µg/mL, medtem ko je v 0,9 % NaCl 15,8 µg/mL. Ob koncu sproščanja se je v 72,4 mM 
fosfatni pufer sprostilo 86 % vgrajenega IBU, v 0,9 % NaCl pa 70 %. Manjše sproščanje bi 
lahko pripisali nestabilnosti nanokompleksov v 0,9 % (310 mOsmol/L) raztopini NaCl, saj 
elektroliti v mediju razrahljajo strukturo nanokompleksov in zmanjšajo njihov ZP, kar vodi 
v agregacijo in nastanek snežinkam podobnih delcev. Kdaj se proces združevanja delcev 
prične, ne moremo točno določiti, vendar rezultati nakazujejo, da se v manjši meri začne še 
preden se celoten IBU sprosti iz nanokompleksov, posledično pa je koncentracija 
učinkovine v mediju nižja v primerjavi s fosfatnim pufrom. 
V primerjavi z referenčno raztopino IBU, kjer celoten odmerek preide v medij v 8 h, se iz 
NK 0,8 in kompleksov IBU-CPC učinkovina sprošča nekoliko počasneje in dosežemo 
ravnino koncentracijske krivulje nekoliko kasneje (pri 22 h). V primerjavi z referenčno 
raztopino IBU, se IBU iz nanokompleksov sprosti precej kasneje in tako lahko zaključimo, 





Slika 27: a) Koncentracija ibuprofena v mediju za sproščanje; b) Delež ibuprofena 
sproščenega iz nanokompleksov v mediju za sproščanje 
4.7 Karakterizacija suhih nanokompleksov 
Liofilizati in poskus rekonstuiranja nanokompleksov 
Rezultat liofilizacije nanokompleksov je suh, bel, puhast produkt, podoben vlaknom 
bombaža (slika 28). Liofilizati nanokompleksov brez in z IBU se med seboj nekoliko 
razlikujejo po krhkosti, saj so vlakna nanokompleksov brez IBU občutno bolj krhka. Poleg 
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krhkosti, so vlakna nanokompleksov brez IBU tudi nekoliko bolj zbita in oblikujejo kepaste, 
vlaknaste strukture, medtem ko imajo nanokompleksi z IBU izgled filma iz vlaken, ki 
pokriva dno bučke. 
Tako liofilizirane nanokomplekse kot tudi sušene na zraku, smo poskusili rekonstruirati z 
dodatkom enake količine vode, kot smo jo tekom sušenja odstranili. Obe vrsti sušenih 
vzorcev se nista vrnili v začetno stanje. Po dnevu mešanja še zmeraj vidimo 
neredispergirane delce suhih nanokompleksov. 
 
Slika 28: a) Liofilizati nanokompleksov brez ibuprofena; b) Liofilizati nanokompleksov z 
ibuprofenom 
Nanokompleksi na posnetkih z vrstično elektronsko mikroskopijo 
Slike suhih vzorcev nanokompleksov in njihovih posameznih komponent, pridobljene z 
vrstičnim elektronskim mikroskopom so prikazane na sliki 29, njihova sestava pa je 
opredeljena v preglednici VI. Od komponent, ki sestavljajo nanokomplekse, so prikazani 
sušeni vzorci 0,0125 % raztopine natrijevega alginata, 0,0723 % raztopine CPC in raztopina 
IBU (6 mg/ 100 mL vode). Natrijev alginat je viden kot film, ki se razteza čez celotno 
površino nosilca in je sestavljen iz polimernih verig, ki tvorijo omrežje. Strukture posušene 
raztopine CPC so vidne kot mehurčki, ki so precej na gosto razporejeni po SEM nosilcu. 
Ibuprofen se po raztapljanju in ponovnem sušenju najverjetneje pretvori v drugo polimorfno 
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Slika 29: Posnetki posameznih komponent in nanokompleksov pridobljenih z vrstično 
elektronsko mikroskopijo (merilo je 1µm): a) NK 0,2 in NK 0,2 z IBU; b) NK 0,6 in NK 0,6 
z IBU; c) NK 0,8 in NK 0,8 z IBU 
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V nadaljevanju poglavja so vse teorije o nastanku struktur na sliki 29 izrecno hipotetične, saj 
literaturni podatki, s katerimi bi lahko podprli razlago nastanka struktur, ne obstajajo. 
Vzorec NK 0,2 (slika 29 a)), sušen na zraku je na nosilcu viden v obliki nepretrganega filma, 





iz raztopin natrijevega alginata in CPC. V primeru formulacije NK 0,2 je koncentracija 
dodanega CPC (0,0181 % ali 0,506 mM) pod CMC in se nanokompleksi šele začenjajo 
tvoriti. Na površini filma, ki je nastal v primeru na zraku sušene formulacije NK 0,2 z IBU, 
opazimo kroglice, za katere sklepamo, da so IBU. Film vzorca je precej grob in razpokan, 
kar bi lahko kar bi lahko nakazovalo, da dodatek IBU v formulacijo NK 0,2 razrahlja 
povezan film alginata in CPC. V primerih nanokompleksov pridobljenih z liofilizacijo so 
opažanja podobna kot pri vzorcih sušenih na zraku, le da so ti vzorci v obliki vlaken. Vlakna 
NK 0,2 so cela, gladka in tanka, medtem ko so vlakna NK 0,2 z IBU perforirana in debela, s 
pogostimi zadebelitvami in vozli, kjer je najverjetneje ujet IBU.   
Na zraku sušena formulacija NK 0,6 (slika 29 b)) ima izgled lisastega film, na katerem so 
posajeni kristali NaCl. Za izdelavo smo uporabili 0,0542 % (1,51 mM) raztopino CPC, kjer 
je CMC že presežena in se v njej tvorijo miceli, ki so zmožni solubilizacije IBU. Pričakovali 
smo, da bodo na filmu NK 0,6 prisotne podobne strukture, kot pri referenčnem vzorcu CPC. 
Namesto tega so na filmu razporejene lisaste ploščice, ki so manjše od 10 nm. Strukture, ki 
so vidne v obliki ploščic so najverjetneje nanokompleksi, katerih struktura se je porušila pri 
procesu sušenja. Pri formulaciji NK 0,6 z IBU sušeni na zraku opazimo, da je film bolj grob 
kot pri sorodnem vzorcu NK 0,6. Zaradi vgradnje IBU v micele CPC je možno, da je 
struktura nanokompleksov nekoliko razrahljana, saj IBU prevzame del pozitivnega naboja 
na micelih CPC za svojo solubilizacijo, posledica pa so oslabljene ionske interakcije med 
CPC in alginatom ter nastanek neenotnega filma. Na filmu lahko opazimo krogličaste 
strukture, ki izgledajo kot solubilizirane kroglice IBU čez katere se razteza polimerni film. 
Podobne lastnosti lahko opazimo tudi pri liofiliziranih vzorcih, le da so ti v obliki vlaken. 
Vlakna NK 0,6 so ploščata, ozka in gladka, s pogostimi vozli, kar nakazuje na dobro 
premreženost alginata, do katere pridemo z dodatkom višje koncentracije CPC. Nasprotno 
so vlakna NK 0,6 z IBU debela, groba in vsebujejo ogromno zadebelitev, kar nekoliko 
spominja grob film NK 0,6 z IBU sušenih na zraku.  
Strukture, ki jih vidimo pri vzorcu NK 0,8 sušenem na zraku (slika 29 c)), so zelo podobne 
strukturam v referenčnem vzorcu CPC, le da se v tem primeru na njih nalagajo kristali NaCl. 
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Z dodatkom 0,0723 % (2,02 mM) raztopine CPC je možno, da nastali miceli zasedejo vse 
funkcionalne skupine z negativnim nabojem na polimerni verigi. Posledično polimer ni 
zmožen v celoti vključiti micele v svoje omrežje in lahko njihove strukture vidimo na 
površini nastalega filma. Vzorec NK 0,8 z IBU posušen na zraku, je zelo nenavaden, saj so 
namesto kroglic solubiliziranega IBU na površini filma zrastli skupki ploščic, katerih 
razporeditev nekoliko spominja na cvet. Razlog za nastale strukture ni povsem jasen, vendar 
so te najverjetneje posledica koncentracij snovi v vzorcu in načina sušenja. Podobno kot v 
primeru liofiliziranih NK 0,6, so tudi vlakna NK 0,8 ploščata, vendar precej širša, lahko bi 
rekli celo listom podobna. Možna razlaga za nastala vlakna je enaka kot v primeru NK 0,8 
sušenih na zraku. Z dodatkom 0,0723 % raztopine CPC zasedemo vse ionizirane 
funkcionalne skupine na polimerni verigi, kar vodi v popolno premreženost polimera in 
nastanku zelo širokih vlaken. To teorijo lahko razširimo tudi na vlakna NK 0,8 z IBU, saj so 
tudi ta zelo široka, vendar pa zaradi prisotnosti solubiliziranega IBU med vlakni opazimo 
veliko vozlišč z zelo nedefinirano strukturo. Za slednja sklepamo, da je v njih ujet 
solubiliziran IBU, preko katerega se razprostirajo verige alginata. 
Infrardeča spektrometrija s Fourierjevo trasnformacijo 
Pri primerjavi spektrov posameznih komponent in NK 0,8 ter NK 0,8 z IBU (slika 30) takoj 
opazimo, da med komponentami prihaja do interakcij. Alginat ima na svoji verigi pripeti dve 
različni funkcionalni skupini. Nihanje hidroksilne skupina (–OH) opazimo pri 3300 cm
-1 
v 
obliki širokega vrha, za karbonilno skupino v karboksilatnem ionu (-COO
-
)  pa sta značilna 
dva intenzivna vrhova pri 1600 cm
-1
 in 1400 cm
-1 
(55). Cetilipiridinijev klorid ima v svojem 
skeletu vključeno dolgo alkilno verigo, za katero je značilno nihanje C-CH3 pri 2920-2850 
cm
-1
 v obliki dveh intenzivnih, asimetričnih vrhov, pri 3360 cm
-1
 pa lahko opazimo srednje 
močan, ozek signal, ki pripada nihanju N-H vezi v piridinijevemu obroču (58, 59). V spektru 
IBU se pri 1700 cm
-1
 pojavi intenziven, ozek vrh, ki pripada karboksilni kislini, vrsta šibkih 
vrhov pri 2900 cm
-1
, ki ponazarjajo nihanje C-CH3 vezi in niz vrhov v območju 1400-1000 
cm
-1





Slika 30: IR spektri komponent in nanokompleksov 
Interakcije med alginatom in CPC najbolje opazimo v spektru vzorca NK 0,8, kjer se vrh     
–OH, ki pripada –COOH funkcionalni skupini, na verigi polimera možno zoži in premakne 
k višjim valovnim dolžinam (3350 cm
-1
). Sprememba ponazarja ionske interakcije med –
COOH skupino na polimerni verigi in dušikom v piridinijevem obroču molekule CPC. 
Hkrati intenzivna vrhova pri 1600 cm
-1
 in 1400 cm
-1
, ki pripadata –COOH skupini na 
alginatu, močno oslabita, kar lahko ponazarja premreževanje polimernih verig, saj so te 
manj mobilne in zato je tudi signal manjši. Vse spremembe signalov predlagajo, da so 
ionske interakcije med alginatom in CPC tiste, ki so glavne za nastanek nanokompleksov 
(55). Spekter NK 0,8 z IBU je precej podoben svojemu predhodniku, vendar z določenimi 
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razlikami, ki jih prispeva vgrajeni IBU. Signal pri 3300 cm
-1
 se nekoliko zmanjša, saj 
domnevamo da dušik v piridinijevem obroču hkrati vstopa v ionske interakcije z –COOH 
skupino alginata in –COOH skupino IBU. Obenem lahko opazimo tudi zmanjšanje 
intenzitete in razširitev signalov pri 2920-2850 cm
-1
, ki ponazarjata alkilno verigo v 
molekuli CPC. Vse navedene spremembe v vrhovih alkilne verige dokazujejo vključitev 





V magistrskem delu smo v predformulacijski fazi določili CMC in solubilizacijsko 
kapaciteto CPC ter na podlagi rezultatov izdelali nanokomplekse z vgrajenim IBU. 
Izdelanim nanokompleksom smo v nadaljevanju določili vsebnost IBU, jih ovrednotili iz 
stališča različnih vrst stabilnosti, določili način sproščanja IBU, pridobili posnetke struktur 
suhih nanokompleksov ter informacije o interakcijah med posameznimi komponentami. Ves 
čas faze vrednotenja smo nanokomplekse z vgrajenim IBU primerjali z nanokompleksi brez 
IBU. Ob zaključku eksperimentalnega dela in rezultatov smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Ibuprofen smo uspešno vgradili v nanokomplekse. V izdelanih nanokompleksih sta 
hkrati prisotni dve zdravilni učinkovini, ki delujeta protimikrobno (CPC) in 
protivnetno (IBU). Sinergistično delovanje teh dveh učinkovin ima terapevtski 
potencial za izboljšanje zdravljenja parodontoze. 
 Z vgradnjo IBU v nanokomplekse smo povečali njegovo topnost. Glede na 
literaturne podatke je topnost IBU v vodi 21 µg/ mL pri 25°C. V NK 0,8 z IBU smo 
vgradili 138,9 µg/ mL IBU, kar je 6-krat več. 
 Nanokompleksi z IBU so v primerjavi z nanokompleksi brez IBU bolj stabilni pod 
normalnimi pogoji shranjevanja in pod vplivom centifugalne sile. Stabilni so tudi v 
alkalnem okolju, medtem ko v kislem okolju in v primeru povišane osmolarnosti 
pride do nestabilnosti in izobarjanja nanokompleksov. Zaključimo lahko, da z 
vgradnjo IBU v nanokomplekse do neke mere izboljšamo njihovo stabilnost. 
 Sproščanje IBU iz nanokompleksov se zaključi v časovnem obdobju 22 h in tako 
dosežemo nekoliko podaljšan način sproščanja. Kljub temu, da ne dosežemo zelo 
dolgega sproščanja, je to z vidika praktične uporabe morda celo nekoliko bolje. 
Končna farmacevtska oblika, v katero se bo vgradil dostavni sistem, bo najverjetneje 
v tekočem stanju. Takšne farmacevtske oblike se ne zadržijo dolgo na mestu 
delovanja in je zato zaželeno, da se učinkovina sprosti iz dostavnega sistema v čim 
krajšem možnem času. Ker ima alginat v nanokompleksih bioadhezivne lastnosti je 
možno, da se nanokompleksi zadržijo na zobnih tkivih dovolj dolgo, da se iz njih 
sprosti zadostna količina IBU, ki je potrebna za terapevtski učinek.  
 Sušenih nanokompleksov ni več možno vrniti nazaj v prvotno obliko. Iz SEM 
posnetkov suhih nanokompleksov lahko razberemo nekatere karakteristike, ki se 
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skladajo s teorijo interakcij komponent v nanokompleksih, vendar pa so strukture, ki 
jih vidimo na posnetkih, bolj kot ne posledica uporabljene tehnike sušenja. Za 
nadaljnje raziskave, bi bilo zanimivo pridobiti slike nanokompleksov v njihovi 
prvotni obliki, brez predhodne priprave vzorca. 
 S pridobljenimi IR spektri smo potrdili interakcije med funkcionalnimi skupinami 
posameznih komponent. V nanokompleksih brez IBU se z ionskimi interakcijami 
povežejo anioni –COOH skupine polimera s protoni v piridinijevem obroču 
molekule CPC. Pri vgradnji IBU v nanokomplekse, je možna prerazporeditev 
ionskih interakcij med alginatom in CPC tako, da del naboja na piridinijevem obroču 
še  privlači –COOH skupine alginatne verige, del pa s –COOH skupino na IBU. 
Dodatno lahko iz spektrov opazimo hidrofobne interakcije med alkilno verigo CPC 
in molekulo IBU. 
 Z uporabo 10-krat in 100-krat višjih koncentracij komponent, nismo uspeli izdelati 
podobnih kompleksov, kot smo jih preučevali v tem magistrskem delu, vseeno pa 
smo sorazmerno s poviševanjem koncentracije komponent uspeli povečati topnost 
IBU. Izdelava nanokompleksov z uporabo višjih koncentracij komponent je 
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Priloga I: Spremljanje  stabilnosti nanokompleksov brez in z IBU med staranjem: 
spremembe vrednosti hidrodinamskega premera, polidisperznega indeksa in zeta potenciala. 
Priloga II: Spremljanje  stabilnosti nanokompleksov brez in z IBU ob spreminjanju pH in 
osmolarnosti medija v avtotitratorju pri različnih pH vrednostih in osmolarnosti medija: 
spremembe vrednosti hidrodinamskega premera, polidisperznega indeksa in zeta potenciala 
Priloga III: Spremljanje  stabilnosti nanokompleksov z IBU v pufrih z različno 
osmolarnostjo in pH v daljšem obdobju: a) Spreminjanje hidrodinamskega premera NK 0,8 
z IBU; b) Spreminjanje polidisperznega indeksa NK 0,8 z IBU; c) Spreminjanje zeta 




Priloga I: Spremljanje  stabilnosti nanokompleksov brez in z IBU med staranjem: 
spremembe vrednosti hidrodinamskega premera, polidisperznega indeksa in zeta potenciala. 














1 124,4 1,4 143,4 0,5 184,5 2,6 1237,3 400,8 
7 128,3 0,7 145,1 1,0 197,0 12,8 626,9 289,2 
14 125,3 0,2 142,1 0,3 218,1 6,3 604,8 142,3 
21 121,4 8,5 142,9 0,6 173,5 0,7 534,4 213,4 
28 127,7 3,2 143,4 0,2 185,1 18,8 361,1 42,5 
64 127,8 2,5 143,9 0,6 207,9 / 272,1 25,2 
 














1 120,5 0,2 157,2 0,6 152,4 0,5 8245,7 469,0 
7 125,7 6,2 149,6 2,2 147,1 0,6 640,7 114,7 
14 123,9 2,6 147,8 0,9 149,9 1,3 623,4 190,0 
21 131,5 0,4 145,6 0,2 147,7 0,8 845,7 215,5 
28 144,6 20,8 155,0 0,6 150,5 1,6 1112,0 127,1 
64 120,4 1,1 149,6 1,8 149,7 0,5 1142,0 181,0 
 
 0,2 NK 0,6 NK 0,8 NK 1,2 NK 
Dan PDI SD PDI SD PDI SD PDI SD 
1 0,241 0,004 0,175 0,008 0,306 0,034 0,766 0,016 
7 0,244 0,007 0,161 0,009 0,378 0,067 0,557 0,068 
14 0,234 0,002 0,157 0,005 0,445 0,011 0,601 0,063 
21 0,235 0,015 0,158 0,011 0,273 0,003 0,581 0,145 
28 0,235 0,014 0,148 0,005 0,322 0,063 0,466 0,094 




 0,2 NK z IBU 0,6 NK z IBU 0,8 NK z IBU 1,2 NK z IBU 
Dan PDI SD PDI SD PDI SD PDI SD 
1 0,240 0,002 0,254 0,003 0,206 0,006 0,658 0,126 
7 0,260 0,019 0,236 0,011 0,205 0,005 0,723 0,034 
14 0,257 0,011 0,225 0,005 0,219 0,005 0,557 0,099 
21 0,294 0,019 0,219 0,002 0,210 0,007 0,718 0,066 
28 0,344 0,068 0,265 0,020 0,216 0,011 0,766 0,013 
64 0,260 0,019 0,235 0,014 0,212 0,011 0,713 0,054 
 














1 -42,87 9,72 -46,20 0,45 -26,80 0,28 14,30 0,91 
7 -50,77 2,17 -49,73 0,34 -25,63 0,68 11,23 0,62 
14 -30,27 0,76 -46,70 0,91 -24,87 0,38 13,33 0,97 
21 -30,43 2,24 -49,67 2,89 -24,57 0,83 13,13 1,17 
28 -35,07 7,85 -51,47 1,26 -23,73 0,62 12,07 0,12 
64 -10,80 39,10 -49,03 0,57 -23,00 / 9,93 2,28 
 














1 -27,00 6,65 -51,83 0,41 -40,00 0,85 / / 
7 -28,37 2,79 -53,23 1,14 -34,13 1,96 / / 
14 -24,90 1,42 -48,60 1,04 -38,57 0,58 / / 
21 -30,07 5,22 -51,50 0,59 -39,07 0,76 / / 
28 -26,40 0,59 -50,10 0,73 -37,33 0,17 / / 





Priloga II: Spremljanje  stabilnosti nanokompleksov brez in z IBU ob spreminjanju pH in 
osmolarnosti medija v avtotitratorju pri različnih pH vrednostih in osmolarnosti medija: 
spremembe vrednosti hidrodinamskega premera, polidisperznega indeksa in zeta potenciala 








3,26 413,4 0,579 6,07 3,27 3542 1 11,9 
3,84 313,1 0,404 1,21 3,79 2105 0,817 2,77 
/ / / / 4,14 1055 0,737 -5,82 
4,68 487,3 0,377 -1,97 4,52 126,5 0,137 -17,4 
5,19 388,3 0,45 -11,1 4,64 123,6 0,1755 -35,7 
6,48 144,9 0,155 -16,8 5,2 122,7 0,184 -44,3 
6,785 153,1 0,162 -31,2 6,46 126,2 0,187 -53,4 
7,64 154 0,158 -48,3 7,5 129,9 0,194 -41,3 
8,39 156 0,133 -51,3 8,15 132,8 0,184 -20,2 
9,59 161,3 0,135 -54,6 8,78 136,3 0,184 -37,6 
10,6 162,2 0,154 -54 10,1 136,9 0,193 -57,3 
11,6 163,5 0,147 -44,8 11,1 138,5 0,173 -54 
11,8 167,2 0,161 -29,3 12 140,2 0,197 -46,7 
 









0 153,1 0,162 -31,2 126,1 0,176 -40,2 
48,58 153,4 0,161 -30,6 121,7 0,191 -33,9 
97,14 163,1 0,158 -26 132,4 0,167 -25,8 
145,72 188,6 0,11 -25,3 178,9 0,148 -25,2 
194,28 226,9 0,123 -24,6 305,7 0,253 -24,4 
242,8 243,4 0,163 -21,9 467,9 0,521 -22,6 
291,4 302,9 0,23 -21 505,9 0,535 -22,6 
340 358,6 0,245 -19,6 549,8 0,524 -22 
73 
 
Priloga III: Spremljanje  stabilnosti nanokompleksov z IBU v pufrih z različno 
osmolarnostjo in pH v daljšem obdobju: a) Spreminjanje hidrodinamskega premera NK 0,8 
z IBU; b) Spreminjanje polidisperznega indeksa NK 0,8 z IBU; c) Spreminjanje zeta 
potenciala NK 0,8 z IBU 
 
*AcP- acetatni pufer, FosP- fosfatni pufer  
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